





Uber vielleicht durch Bakterienwachstum 
verursachte Anderungen in der Wasserstoffionenkonzentration 
natiirlicher Wiisser. 


Von 


V. Enevoldsen (Roskilde). 
(Eingegangen am 8. Dezember 1926.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit teilt sich in folgende Abschnitte: 

1. Bakteriologische Untersuchungen, gleichlaufend mit hydrographi- 
schen an Bord der ,,Dana‘“. 

2. Tagliche Untersuchungen der py-Werte bestimmter Ortlichkeiten. 

3. Tagliche Untersuchungen von Wasserproben im Laboratorium, 
nachdem die pg derselben geaindert war, und von Wasserproben, in die kein 
Eingriff stattgefunden hatte. 

4. Tagliche Beobachtungen iiber pg-Anderungen in sterilisierter 
Meerwasser, das durch einige Bakterienstémme infiziert war, welche von 
Kulturen isoliert waren, die an Bord der ,,Dana‘‘ von den bakteriologischen 
Wasserproben aus hergestellt waren. 

Im Frithling 1923 stellte ich an Bord des ddnischen Meeresunter- 
suchungsschiffes ,,Dana“ eine Reihe hydrographischer Untersuchungen 
an (die Tabellen sind veréffentlicht im ,,Bulletin hydrographique pour 
les annees“ 1920, 1921, 1922, 1923, 8.99). In den hiermit folgenden 
Anlagen sind einige der Ergebnisse betreffend die Verhaltnisse im 
Oberflichenwasser und am Boden graphisch angegeben (Abb. 1 und 2). 
Eisstationen sind in der graphischen Darstellung nur mit Nummern 
angegeben. 

Es ist hieraus ersichtlich, daB die Wasserstoffionenkonzentration 
stark schwankend ist, und daB es augenscheinlich keinen Zusammen- 
hang zwischen pq und den iibrigen untersuchten Verhiltnissen, wie 
z. B. Salzgehalt, O, sat. und Temperatur, gibt. 

Der Salzgehalt wurde nach Martin Knudsen bestimmt, O, sat. nach 
Jacobsen, t® durch Umkehrthermometer und pg nach S. P. L. Sérensen 
unter Verwendung hauptsichlich von Naphtholphthalein als Indikator 
und Palitzschs Borsiureborat als Vergleichsfliissigkeit. 
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Meine friiheren Untersuchungen hatten mich vermuten lassen 
daB die Bakterien im Meerwasser ein mitwirkender Faktor bei 
Anderungen an der Wasserstoffionenkonzentration des Meerwassers 
sein miissen, und ich unternahm deshalb einige bakteriologische Unter- 
suchungen an Bord der ,,Dana‘‘ und benutzte spater einige der ge- 
fundenen und in Reinkultur isolierten Bakterienarten zu spater zu 
besprechenden Versuchen. 

















Abb. 1. 


Als Substrat bei den Isolierungen wurde nur eine Mannitgelatine 
folgender Zusammensetzung benutzt: 1,375 Proz. NaCl, 0,09 Proz. K,S0O,, 
0,075 Proz. CaSO, 0,029 Proz. MgSO,, 0,165 Proz. CaCl,, 0,04 Proz. 
KNO,, 0,004 Proz. NaH,PO,, 0,002 Proz. FeCl,, 2 Proz. Mannit, 2 Proz. 
Agar-Agar und 5 Proz. Gelatine. Also N-freies Substrat ist gewahlt der 
Beschrankung wegen. 


Diese Salzzusammensetzung entspricht dem von Allen-Plymouth 
fiir seine Isolierungen von Algen benutzten Salzgehalt des kiinstlichen 
Meerwassers, wie in seinem Vortrag in Kopenhagen bei Uberreichung 
der Emil Chr. Hansen-Medaille mitgeteilt ist. 


Durch dieses Substrat kénnen natiirlich nur diejenigen Organismen 
isoliert werden, die Mannit als Energiequelle verwenden kénnen, und 
nur aerobe Kultur kann in Frage kommen; wenn einige der Kultur- 
réhren steril geblieben sind und also keine Entwicklung zeigen, so ist 
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dies nicht damit gleichbedeutend, daB® an der Stelle, wo die Probe ent- 
nommen ist, keine anderen Bakterien vorhanden sind. 
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Weiter unten in der Abhandlung lege ich Rechenschaft iiber meine 
Verwendung von Mannit als C-Quelle ab. Es wiirde selbstverstandlich 
ein groBes Interesse haben, Isolierungen von Bakterien auf Substraten 
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mit anderen Kohlehydraten zu versuchen; ich wiinschte aber, mich 
auch hier zu beschrinken. 

Hinsichtlich des Vorkommens von Bakterien an den verschiedenen 
Stationen wird auf Tabelle I hingewiesen. 

Leider sind nur auf den in der Tabelle I erwihnten Stationen 
Proben genommen, die weiter aufgearbeitet sind, so daB es unmdglich 
ist, sich eine biologische Ubersicht iiber alle die vom Zuge umfaften 
Stationen zu bilden. Indessen sprechen die Beobachtungen ihre deutliche 
Sprache. 

Ich meine, einen gewissen Zusammenhang zwischen der Anwesen- 
heit von mannitpositiven und in N-freiem Substrat entwicklungsfihigen 
Bakterien — wenn ich sie so nennen darf — und der Wasserstoffionen- 
konzentration des Meerwassers bemerkt zu haben. 

DaB keine anderen Bakterien auf dem oben erwihnten Substrat 
anwesend waren, behaupte ich gar nicht, sie sind aber nicht zur Ent- 
wicklung gekommen. 

Meine Verwendung von Mannit als Energiequelle ist zu einem gewissen 
Grade Harald Kyhlings Untersuchungen (Hoppe-Seyler 94) zuzuschreiben. 
Ich nehme an, daB8 die im Meere befindlichen Algen, durch ihre vielleicht 
einer Cellulosegirung zuzuschreibende Verwesung, gewissen Bakterien eine 
mannithaltige Nahrung geben. Es 1é6t sich ja denken, da8 Phytoplankton 
bei seinem Hinfallen (Cellulose- oder Pektingirung) Mannit oder dessen 
Spaltungsprodukte an das Meerwasser abgibt. 

Bei der Durchsicht der obenerwihnten Tabelle lenkt eine Station, 
und zwar 54° 37’ N—12°17’—E, die Aufmerksamkeit auf sich. Hier wurde 
der héchste iiberhaupt von mir wahrend der Expedition der ,,Dana* 
wahrgenommene Sauerstoffsittigungsgrad gefunden, namlich 111,7 Proz. 
O, sat., und eine pa = 7,56, was fiir die geringe Tiefe von 6 m etwas 
Ungewohnliches ist. Auf den angestellten Proben zeigte sich eine 
schitzungsweise ganz iiberwiltigende Anzahl von Bakterien mehrerer 
Arten. 

Stationen mit hoher O, sat. 

An anderen Stationen mit hohem Sauerstoffsittigungsgrad ist 

zu erwihnen Station 54°53’ N—13°25’ E, 44m Tiefe, wo OQ, sat. 

100,4 und pa = 7,73 gefunden wurden. Auf der mit dem Wasser 
dieser Station infizierten Gelatine wurde eine Entwicklung zahl- 
reicher Kolonien einer Art gefunden. Tasselbe ist auf Station 55° 
29’ N—15° 17’ E auf 40m Tiefe wahrgenommen. Hier sind 8 Prom. 
= 8,01, O, sat. 100.0 und pa = 7,72. 


Stationen mit geringer O, sat. 


Betrachtet man nun diejenigen Stationen, wo bakteriologische 
Proben entnommen worden sind, und wo QO, sat. gering ist, so sind 
zwei davon durch eine starke Entwicklung von Bakterien gekenn- 
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zeichnet, und zwar Station 54° 56’ N—13° 06° E auf 40m Tiefe und 
Station 55° 29’ N—15° 02’ E auf 76 m Tiefe; hier war der Sauerstoff- 
sittigungsgrad 76,7 bzw. 37,2 Proz. mit einer entsprechenden pg = 7,47 
bzw. 7,60. Es sind hier Bakterien isoliert worden, die in Wasser- 
proben mit geringem Sauerstoffgehalt gefunden wurden, die aber 
dennoch als Oberflichenkulturen bei aerober Zucht sich entwickeln, 
wihrend z. B. Station 55°29’ N—15° 02’ E in 65 m Tiefe mit héherem 
Sauerstoffsittigungsgrad keine Entwicklung auf Mannitagar gab 
Entweder handelt es sich hier um fakultative Anaerobionten, oder 
es waren mannitnegative Bakterien da, oder aber das Meerwasser ist 
steril gewesen, indem wir einer, biologisch gesprochen, voriiber- 
gegangenen Periode gegeniiberstehen (Bakterienwolken). Eigentiimlich 
ist auch, daB Bakterien iiber der ganzen py-Skala gefunden sind, 
wogegen sie nicht immer an zwei Stellen mit einer und derselben pg 
gefunden wurden. 

Um ein wenig Klarheit tiber diese Frage zu bekommen, stellte 
ich eine Reihe von Versuchen und taglichen Untersuchungen an. Es 
scheint mir, daB man auf einer Expedition, wo man sich nur so lange 
auf einer Station aufhalt, wie es fiir die Ausfiihrung der nétigen Arbeiten, 
wie Bruttrawlen, Bodenschaben und Hydrographie, notwendig ist, nur 
eine Blitzaufnahme vom hydrographischen und biologischen Zustand 
auf der Station erzielt. Eine Stunde spater sind vielleicht die biologischen 
Verhaltnisse vollstandig geindert. 


Tigliche Untersuchungen der py-Werte bestimmter Ortlichkeiten. 

Die Frage ist, ob in eingeschlossenen Gewiissern, wo keine Er- 
neuerung oder Ablauf stattfindet, von Tag zu Tag Anderungen der 
Wasserstoffionenkonzentration vorgehen. 

Fiir diese Untersuchungen wihlte ich 1. einen kleinen Moorsee, 
2. ein demselben naheliegendes, ginzlich abgesondertes Moorloch 
und 3. einen kleinen Teich in der Birthe-Margaretenanlage in Roskilde. 
DaB hier ein starkes Wechseln in der py des Wassers stattgefunden hat, 
geht aus der Tabelle V und Abb. 5 hervor. 

Bezeichnend sind hier die Beobachtungen am siebenten, achten 
neunten und zehnten Tage, indem die vorhergehenden drei Tage un- 
gewohnlich warm (19, 19 und 20°) waren und zu einer zunehmenden 
Siurebildung im Wasser fiihrten; am siebenten Tage fielen aber einige 
ungemein heftige Regenschauer mit der Wirkung, daB die py an allen 
drei Beobachtungsstellen vier Tage lang konstant blieb, obwohl die 
im Regen befindliche Wasserstoffionenkonzentration py = etwa 6,5 
war. Nach diesen vier Tagen mit einer konstanten py, weist der von 
hohen, schattenden Baiumen umgebene Teich in der Birthe-Margareten- 
anlage eine starke Neigung zur alkalischen Seite der py-Skala auf, 
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wihrend das Moor erst nach Verlauf mehrerer Tage denselben Alkali- 
nitatsgrad wie der Teich erreichte, und das kleine, abgesonderte Moorloch 
ebenso wie am Anfang der Beobachtungen keinen so hohen Alkalinitats- 
grad erreichte. Nach dem Verlauf von 33 Tagen ist die py des Moores 
und des Teiches stark nach der sauren Seite versetzt, wihrend die 
Verhaltnisse im kleinen Moorloch neben dem Moorteich sich konstanter 
erhalten und erst nach 37 Tagen eine Steigerung der Wasserstoffionen- 
konzentration aufweisen. 

Kine Erklirung fiir diese Verhiltnisse zu finden, ist mir bei der 
jetzigen Sachlage unmdglich; die Annahme liegt aber nahe, daB der 
gewaltige Regen am sechsten, siebenten, achten und neunten Tage 
(vgl. die spiter zu besprechenden Anderungen der pg des Bachwassers, 
woraus ersichtlich ist, daB das Bachwasser, dessen py plétzlich nach 
der sauren Seite hin geindert wurde, mehrere Tage hindurch dieselbe 
tagliche py aufweirt) trotz des stark sauren Charakters des Regen- 
wassers die schon angefangene Saurebildung im Teiche und im kleinen 
Moorloch gestért hat, wodurch bei der verhaltnismaiBig schwachen 
Lichteinwirkung an diesen beiden Stellen ein Anhiufen von Bedingungen 
fiir eine Alkalibildung im Wasser stattgefunden hat, wahrend umgekehrt 
das Moor mit seinem starken Oberflaichenlicht trotz der stérenden 
Kinwirkung des Regengusses seine Saurebildung fortsetzt, bis dieselbe 
ein Siureoptimum erreicht. Darauf fand ich durch meine Analysen eine 
plétzlich steigende Alkalibildung im Wasser. 

Was das kleine Moorloch betrifft, kann ich eine Erklarung darin 
suchen, dab es erstens den gréBten Teil des Tages im Schatten liegt 
weil seine Wand im Verhaltnis zur Wasseroberflache sehr hoch und 
schattenbildend war, und daB es zweitens wegen der geringen Wasser- 
menge im Verhiltnis zur GréBe der erwihnten Wand einen gréBeren 
Pufferinhalt besitzt. Es ist anzunehmen, daB das stindige Hinfallen 
der Pflanzen- und Tierwelt am Boden und an den Seiten des kleinen 
Moorlochs eine gréBere Pufferwirkung ergibt. 


Tigliche Untersuchungen von Wasserproben im Laboratorium, nachdem 
die urspriingliche Py durch chemische Eingriffe geindert war. 

Es taucht hierdurch eine Frage auf, die uns die Lésung des 
Problems aufzwingt, ob eine plétzliche Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf kiinstiichem Wege im natiirlich vorkommenden 
Wasser imstande ist, Schwankungen in der py-Kurve des Wassers 
hervorzurufen. 

Ich versuchte, diese Frage dadurch zu beleuchten, daB ich mittels 
Chemikalien die pq in natiirlich vorkommendem, mit nach Hause 


genommenem Wasser anderte. 
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Dieses Wasser entstammte teils einem Bache, dem Bistrupbache, 
in der Nahe von Roskilde, teils einem Graben, der in den genannten 
Bach ausmiindet. Diese beiden verschiedenen Wassersorten wurden 
auf 18 weiBe und sterile Medizinflaschen verteilt, die mit Wattepfropfen 
geschlossen in zerstreutes Tageslicht hingestellt wurden, um tiglich 
auf pg untersucht zu werden. Nach dem Auffiillen wurde die urspriing- 
liche py des Wassers durch Zusatz variierender Mengen n/100 Essig- 
siure oder n/100 kohlensaures Natron geandert, jedoch so, daB in 
einer Flasche jeder Wassersorte die pq nicht geindert wurde, welche 
Flasche deshalb als Normalflasche bezeichnet wird. Die Ergebnisse 
der Beobachtungen betreffend die py-Anderungen des Inhalts dieser 
Flaschen sind in den Tabellen Il und II1 verzeichnet, wo ,,B‘ das Bach 
wasser, ,,G*‘ das Grabenwasser bezeichnet. Die urspriingliche pq des 
Bachwassers am Entnahmetag war 8,61, die des Grabenwassers 8,51. 

Man kann sich hier denken, daB bei der geringen Menge Essig- 
siure oder Soda auf rein chemischem Wege und von Temperatur- 
schwankungen begiinstigt, kleinere, langsam verlaufende Anderungen 
in der Wasserstoffionenkonzentration stattfinden kénnen, und dies 
ist wohl auch der Fall, nicht aber in einem so hervortretenden Grade, 
wie die Versuche es zeigen. Spiter angestellte Untersuchungen, die 
unten besprochen werden sollen, scheinen anzudeuten, daB es nicht 
allein physische Bedingungen oder langsam verlaufende chemische 
Prozesse sind, sondern daB andere Faktoren bei den Anderungen der 
Wasserstoffionenkonzentration des Wassers (sowohl siiBes als salziges) 
eine Rolle spielen, und hier liegt die Annahme nahe, da®B das organische 
Leben eine Rolle spielt. 

In diesen Flaschen konnte bei zunehmender Anwesenheit von 
z. B. Daphnien und Algen ein Unterschied in der Entwicklung von Organismen 
schon nach wenigen Tagen beobachtet werden, und es wurde bemerkt, daB® die 
beiden Reihen sich in dieser Beziehung einander entgegengesetzt verhielten. 
In den Flaschen mit Bachwasser war das Wachstum von GréBen 
organismen am stérksten in B 1, und in den Flaschen 2, 3, 4 und 5 war er 
stark abnehmend, wahrend der Wuchs im Grabenwasser in Nr. 4 und 5 
am stirksten war. 

Von mir in derselben Weise angestellte Versuche mit Wasser aus det 
Roskilder Férde gaben mit den obigen Versuchen vergleichbare Ergebnisse. 

Betrachtet man die Tabellen dieser Versuche mit Graben- und 
Bachwasser, so entdeckt man, daB die py-Werte fiir B 6, 7 und 8, nach- 
dem sie ungefihr dieselbe Wasserstoffionenkonzentration wie B normal 
erreicht haben, d.h. nachdem der zugefiihrte Uberschu8 an Alkali 
gebunden worden ist, denselben Verlauf wie das reine Bachwasser auf- 
weisen, waihrend diejenigen Flaschen, die einen Uberschu8 an Siure 
erhalten haben, zur normalen pg des Bachwassers hinaufsuchen, ohne 
jedoch dieselbe zu erreichen, B 2 ausgenommen. Es ist auch ersichtlich, 











258 V. Enevoldsen: 


daB, je gréBer der Eingriff in den py-Zustand des Wassers gewesen 
ist, es um so weniger gelingt, die py des normalen Bachwassers innerhalb 
einer kiirzeren Zeitperiode zu erreichen. 

Dasselbe ergibt sich aus der graphischen Darstellung der Schwan- 
kungen der Wasserstoffionenkonzentration im Grabenwasser, wozu 
eine wechselnde Menge Saéure und Alkali ebenso wie beim Bachwasser 
zugesetzt ist. 


Tigliche Beobachtungen iiber mit Reinkuituren von Bakterien infiziertes 
Meerwasser. 

Es wire am nichsten zu erwarten, da diese Kurven nach einiger- 
maBen geraden Linien verlaufen sollten, wenn man annimmt, daB eine 
Art von Organismen durch Anderungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration in ihrer Vermehrung begiinstigt oder gehemmt wiirde, indem 
sie dann vielleicht instand gesetzt wiirde, alle anderen, ungiinstiger 
gestellten zu unterdriicken, oder umgekehrt, und daB die Wasserstoff- 
ionenkonzentration sich, wenn dieser Kampf der Individuen beendet 
ware, verhiltnismaiBig konstant erhalten wiirde und die Organismen 
absterben wiirden. Dies geht aus diesen Darstellungen nicht hervor, 
da der Zeitraum so kurz war, weil das Versuchswasser nach und nach 
zu Messungen gebraucht wurde. 

Um aber kennenzulernen, ob Mikroorganismen tiberhaupt imstande 
sind, die Wasserstoffionenkonzentration natiirlich vorkommenden 
Wassers zu andern, wurde steriles Meerwasser mit Kulturen von 
Bakterien infiziert, die wihrend ,,Danas‘‘ Ostseezuges 1923 vom Meer- 
wasser isoliert waren. 

Selbstverstindlich sind die hier vorgenommenen Versuche nicht 
geeignet, ein genaues Bild zu geben, da durch dreimal zweistiindiges 
Dampfkochen in Pasteurkolben sterilisiertes Meerwasser nicht dem natiirlich 
vorkommenden Meerwasser mit seinem gewiS sehr komplizierten Inhalt an 
Mineralsalzen und organischen Verbindungen (z. B. sauren Carbonaten, 
Salzen organischer Séuren und deren Salzen, Kohlehydraten, Abbau- 
produkten sowohl animalischen als vegetabilischen Ursprungs) entsprechen 
kann. Bei einer spaiteren weiteren Bearbeitung in dieser Richtung mu8 
das Meerwasser durch Chamberlandfilter steril filtriert werden. Jedoch 
habe ich eine so tief eingreifende Sterilisation vorgenommen, weil ich 
sporenbildende Bakterien, die ein halbstiindiges Kochen vertrugen, im 
Meerwasser gefunden habe. 

Diese Bakterienversuche zeigen indessen ganz merkwiirdige 
Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration, so da8 die Annahme 
berechtigt erscheint, die Bakterien spielen eine Rolle in der Wirtschaft des 
Meeres, eine Rolle, die vielleicht gréBer als urspriinglich angenommen ist. 

Wir wissen noch nicht bestimmt, inwiefern z. B. die Befruchtung von 
Eiern von variierenden Wasserstoffionenkonzentrationen beeinfluBt wird, 
oder ob die fertig entwickelten Individuen schon bei der Geburt geschwacht 
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sind, indem die Eier entweder vom Stoffwechsel der Bakterien oder vom 
besonderen bakteriologischen EinfluB beeinfluBt sind, und soweit mir 
bekannt ist, wissen wir iiberhaupt nichts iiber die Ernihrung von Mollusken 
unmittelbar durch Bakterien (Spdrck, Dissertation). Man vergleiche Siib- 
wassertierchen, die sich durch in Verwesung begriffene animalische Sub- 
stanzen stark entwickeln. 

Das sterilisierte Meerwasser stand vor der Infizierung etwa 8 Tage 
unter haufigem Schiitteln, wodurch das Wasser etwas Sauerstoff und 
Stickstoff absorbieren konnte. Die Bakterienkulturen entstammten 


,».Danas“ Zuge 1923 und folgenden Stationen: 





Py des Meerwassers an der 


Station Tiefe in m Entnahmestelle 
3076 20 7,16 
3105 40 7,72 
3074 5 1,88 
3098 40 7,73 
3098 5 782 





LOD —— ———EEE > ———— a 
Abb. 3 

3076 . 54948’ N— 10°07'E 55m 

3105 ie 55°20’ N—15°17'E 40m 

w74 55°05’ N— 9°38'E 45m 

3098-40 —+-- | 54059 N—13925'E 15m 


WIS 5 =. 


In der graphischen Darstellung sind die Kontrollkolben nicht 
angefiihrt, die nicht infiziert waren, und deren py, sich wihrend des 
Versuchs iiberhaupt nicht geandert hatte. 
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Durch kleine, sterile, zugeschmolzene Kapillarrohrstiicke wurde eine 
yveringe Menge von einer Kultur auf Mannitagar zu 500 ccm sterilen Meer- 
wassers in Pasteurkolben iibertragen, und diese Kolben standen einen 
Monat in einem halbdunklen Zimmer bei Zimmertemperatur. Da alle diese 
Untersuchungen in meinem kleinen Privatlaboratorium angestellt sind, ist 
dieses Verfahren verwendet worden. In einem voll ausgeriisteten Labo- 
ratorium wiire ich anders verfahren. Wahrend dieses Monats wurde haufig 
unter Wahrnahme der nétigen bakteriologischen Technik so vie] vom Meer- 
wasser herausgenommen, wie nétig war, um die py kolorimetrisch nach 
S. P. 1. Sérensens Verfahrens zu messen. 

Die Ergebnisse sind in der Abb. 6 graphisch dargestellt. 

Wie ersichtlich, schwankt py ziemlich stark, was einige der Kulturen 
betrifft. Ein ahnliches Verhalten hat auch Walbum bei seinen Unter- 
suchungen iiber die bakteriellen Toxine beobachtet. Bei meinen Ver- 
suchen sind die Kulturen bestrebt gewesen, sich auf eine normale py 
einzustellen — das ozeanische Gleichgewicht, wenn man diesen Ausdruck 
benutzen darf —-, die sich der von Palitzsch beobachteten pg an der 
Oberflache des Atlantischen Ozeans stark nihert. Hinsichtlich des 
Meerwassers bedarf dieses Verhalten einer niheren Untersuchung. 
Besonders wird es von grofem Interesse sein, was die N-bindenden 
Bakterien betrifft. 

Aus den obigen Versuchen scheint hervorzugehen, daB die Be- 
stimmung der pa im Meerwasser unbedingt, was éfter erwihnt ist, 
sofort vorzunehmen ist, und daB es von Interesse sein wird, jede Probe 
vom Meerwasser in Zwischenriiumen von mehreren Tagen zu unter- 
suchen, um sich ein biologisches Bild vom Zustand des Meerwassers 
zu bilden. Wahrend des Zuges der ,,.Dana“‘ 1923 untersuchte ich mehr- 
mals solche Proben einige Tage hindurch, und es stellte sich heraus, 
daB ein groBer Teil der Proben sich iiberhaupt nicht anderte, wahrend 
andere entweder zur sauren oder zur alkalischen Seite schwankten. 


So anderten sich folgende Proben: 





Station Tiefe in m Pu 

3106 0 urspriinglich 7,66 nach 4 Tagen 8,08 
3106 55 “ > = 7.36 
3107 78 . 7,66 3 7,66 
3107 60 ‘ 7.66 3 751 
3110 69 - 7,66 2 7.78 
3116 69 ‘ 7,66 3 7.36 


Es stellte sich auch heraus, dab Wasserproben, die in den Reagenz- 
glasern von der kolorimetrischen Bestimmung her standen, sich ver- 
schieden verhielten, indem Farbeninderungen stattfanden. In der 
ersten Zeit schenkte ich diesem Verhaltnis keine besondere Aufmerksam- 
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keit, indem ich annahm, daB es der Indikator war, der von den im 
Meerwasser befindlichen Salzen beeinfluBt wurde; als es sich aber 
zeigte, daB die Farbeninderung nicht immer eintrat, und daB zu anderen 
Zeiten Farbeninderungen entweder zur sauren oder zur alkalischen 
Seite stattfanden, so zeichnete ich einige Fille auf, wie z. B 
Station 3121 | Oberflaiche, py 7,88, wird von der Oberflache aus 

3123 | alkalischer. 

3124 

3125 } Oberflache, pq 7,78, sauert vom Boden aus 

3126 


Diese Anderungen traten nach 1 bis 10 Stunden ein 


Kin anderes Verhaltnis spielt stark bei der Beurteilung der py-Werte 
der aus groBen Tiefen herausgeholten Proben mit. Zieht man den kolossalen 
Unterschied des Druckes am Boden und an der Oberfliche der Ozeane in 
Betracht, so kann ich mir nicht anders denken, als da eine aus den tiefsten 
Wasserschichten der Ozeane heraufgeholte Bodenprobe ihre Wasserstoff- 
ionenkonzentration allmaéhlich mit der Druckverminderung andern wird. 
Ich habe Versuche in dieser Richtung angestellt, um womdglich die pg des 
Meerwassers in groBen Tiefen zu photographieren. Es wird méglich sein, 
die kolorimetrische Skala unten am Boden des Ozeans zu photographieren 
Gewinne ich Zeit und Gelegenheit, meine Versuche in dieser Richtung zu 
erweitern, so werde ich spater die Ergebnisse mitteilen. 


Tabelle I. 





Station Tempe- S 
Datum Meter ‘atur >» sat. Pu Bemerkungen 
N EF S Prom 
2.VI., 55°02 10°01 0 10.9 1602 101.6 8,16 
5 10.9 1602 1006 7.93 
9.VI. 55 13 9 45 6 108 16.76 10384 8.16 
23 7.3 23.12 93.4 7.90 
2. VI 55 O05 9 38 5 11.62 16.82 101.3 7.93 
4.VI 54 52 9 48 5 10,1 17.00 1033 7.92 
20 5.2 20.59 80.2 7.77 
4.V1. D4 48 10 OF 5 11 16.06 133 7.93 
20 6.2 21.29 93.9 7.76 Zwei Arter 
5. VI. 54 3l ll 24 5 10.85 13.5 7.75 
20 64 2683 7.88 
5.VI. 5437 «1217 6 | of | age! 1227 | 1,20[] teeta 
18 6.1 21.42 85.8 “a8 Zwei Kolonien 
S. VL. 55°06.5 12° 26.5 3 108 —- 7.94 
13 10.2 — 7.388 
9. VI. 54°56’ 13°06 40 | GB |14,70) 76,7 | 7,47 [|| <ablsoihe Kotonies 
9.VI. 54 53 13 25 15 8.9 7.97 994 82 | Eine Kolonie 


Zahlreiche Kolonier 
| einer Art 


44 7.7 1582 1004 
10.VI. 54 39 14 10 10 2 7.97 103.5 


8.2 
30 43 8.12 91.6 
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Aus den folgenden Stationen gab die bakteriologische Untersuchung 
sowohl positives als negatives Ergebnis. 





Station Tempe- 
Datum : : Meter, Tatur ; O,sat. PH es 
N E C | Prom. 
13. VI. 55°28’ 14°49’ 55 5A 13.03 84.0 7A7 — 
73 4.3 15.99| 29.7 7.60. - 
55 22 4 38 15 9.1 7.85 944 7,53 - 
14.VI. | 55 29 15 02 45 3,7 967 89.9 751 
65 54 13.06 845 749 - 
76 54 15.64) 37.2 7,60 zahlreiche 
55 29 1b VW 40 5.7 8.01 1000 7,72 
78 4.2 15.44 27,1 7,60 - 




















Abb. 4. Bachwasser. 
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Bl 
B 2 
B 3 
B 4 
B 5 
B 6 
B 7 
B8 
normal 


stark alkalisch 


8.61 





8.08 
04 
60 
36 
3,70 
78 
78 
20 


a | 


OO -1-1 


Tabelle II. 
Bachwasser. Nach Anderung. 
Tage 
9 10 11 
8.51 8.08 8,08 
8.98 7.78 7.78 
8.31 7.78 7.60 
7,36 7.36 7.36 
6.70 6,70 6.70 
8.31 7.78 7.78 
8.31 8.08 7.388 
9,11 9.11 8.31 
8.61 8.31 8.08 


8.08 














Abb. 5. Grabenwasser 


8.08 
7.78 
is 
60 
60 
60 
08 
8.31 


Di -1-1-1 


wt.) 
60 


,fe 


7,48 
7,48 


60 
60 
78 
60 
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Tabelle Ill. 


Grabenwasser. Nach Anderung. 








Tage 
7 9 10 11 12 13 4 
Gl 8,41 8.69 860 820 831 831 808 : 
G2 8,20 8.51 8.51 8.20 8.20 8,08 8,08 
G3 8.31 8,60 8.51 8.20 8.31 7,94 7.78 
G 4 7,60 8,08 7.94 7,43 7.88 7,78 7,78 
Gaéb 6.77 8.08 7,60 6,77 7,36 7,09 7.36 
G 6 8,70 8,70 8.31 8.31 8.3i 8.31 8.08 
G7 stark alkalisch stark alkalisch 8.84 8.4! 8.69 8.84 8.31 
G8 " - a ie 8.51 8.31 8.31 8.51 8.08 
norma 8,51 8,98 8,60 7,88 8.41 8,51 8.08 
Tabelle IV. 
Tage 
Probe bezeichnet 
2 3 4 5 10 15 18 20 2! 22 23 
3076 8.51 8.31 8.31 8.20 7,88 8.69 851 8.31 8.08 840 8.30 8,40 
3105 8.51 8.08 808 8,31 8.20 8.08 7.88 8.08 8,30 8.30 8.30 8.40 
3074 8.51 8.51 8.31 8.51 8.08 8.08) 7,94 788 830 8.30 8.08 840 


3098—40 8.51 8,51 851 8.31 8.08 8.69 8.08 8.20 8.40 8.30 8.30 8.20 
3098— 5 8,08 7,78 7,60 7,60 7.36 8.08 7,36 7,66 8,08 830 830 8.45 
8.51 8,51 8.51 8.51 845 845 8.51 851 851 851 851 851 


Tabelle V. 





Teich in der 


lage Moorsee eee —— 
1 8,0 7,60 7,88 
2 8,15 7.75 7,88 
3 8,20 7,88 7,88 
4 8.05 7,75 7,80 
5 7.90 7,60 7.75 
6 7,75 7.50 7,68 
7 7,60 7.36 7.60 
8 7,60 7,36 7,60 
9 7,60 7.36 7,60 
10 7,60 7.36 7.60 
11 7,58 7,40 7,68 
12 7,58 7,43 7,74 
13 7.51 7,46 7,80 
14 7,48 7.50 7.85 
15 7,45 7,52 7,90 
16 7,42 7.54 7.95 
17 7,40 7,56 8.05 
18 7,36 7.50 8.08 
19 7,45 7,52 8.08 
20 7,53 745 8.08 
21 7,60 7.36 8,08 
22 7,80 7,36 8.17 


23 8,00 7.36 8,23 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





ich i 

Tage Moorsee Ab nn pe me. Ltd n- 

. Anlage 
24 8.20 7.36 8.32 
25 8,20 7,45 8.30 
26 8.20 7.60 8.28 
27 8.20 7.60 8.22 
28 8,20 7.60 8,22 
29 8.20 7.60 8,20 
30 8,16 7,60 8,24 
31 8.14 7,60 8.32 
32 8.10 7.60 8.28 
33 8.08 7.60 8.00 
34 8,02 7,60 8,20 
35 7.98 7,60 8.16 
36 7.90 7.60 7.90 
37 7,85 7.43 7.75 
38 7.70 7,40 7,60 
39 7,50 7.35 7,45 
40 7,45 7,30 
41 7,30 7,20 
42 7,10 

7 25 77 “7 % 














Abb. 6. 
I = Moorsee. I] = Moorloch. III Teich 


Zusammenfassung. 


1. Starke Schwankungen sind in der Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Meerwassers wihrend des Zuges der ,.Dana‘ im Kattegat 
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und in der Ostsee 1923, sowie in einigen kleinen Teichen in der Nahe 
von Roskilde festgestellt worden. 

2. Es ist beobachtet worden, daB Meerwasser, Bachwasser und 
Grabenwasser beim Stehenbleiben ihren py-Wert wechseln. 

3. Durch Versuche ist nachgewiesen worden, daB eine beliebige 
Anderung der py natiirlichen Wassers beim Stehenbleiben zu einem 
gewissen Grade ausgeglichen wird. 

4. Es zeigt sich, daB durch dreimal zweistiindiges Dampfkochen 
sterilisiertes Meerwasser, nachdem es 8 Tage lang unter haufigem 
Schiitteln gestanden hat, nach darauffolgender Impfung mit Rein- 
kulturen von Meerbakterien die pa der Nahrfliissigkeit taglich andert. 

5. DaB an Stellen, die im Beobachtungsaugenblick dieselbe py 
aufweisen, nicht immer dieselben Bakterien vorhanden sind, bedeutet 
nichts, da auf einer Station mannitpositive Bakterien, aber keine 
Dextrose vergirende Arten gefunden werden kénnen. 

6. Es leuchtet ein, daf eine Verwendung von Nahrsubstraten mit 
verschiedenen C-Quellen ganz interessante Aufschliisse geben wird. 

7. Um die pg in groBen Tiefen des Ozeans, z. B. 8000 m, ganz 
genau zu bestimmen, schlage ich vor, eine Momentanaufnahme an 
selbst den tiefsten Stellen des Ozeans vorzunehmen. 
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Uber ein neues kollagen-lésendes Ferment [Kollagenase]’). 


Von 
W.S. Ssadikow. 
(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der Universitat 


zu Leningrad und dem Staats-Institut fiir angewandte Chemie.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1926.) 


Es ist bekannt, daB die Skleroproteine vom Kollagentypus gegen- 
iiber Trypsin widerstandsfahig sind und durch Pepsin gut verdaut 
werden. Trypsinpraparate in sodaalkalischer Lésung werden z. B. nicht 
selten angewandt, um die Sehnen von EiweiBstoffen usw. zu reinigen, 
die gut verdaut werden, ohne daB das Kollagen vom Trypsin angegriffen 
wird. 

Unterwirft man aber Sehnenkollagen einer schwachen Hydrolyse, 
indem man es z. B. mit verdiinnten Séuren behandelt oder mit Wasser 
auf 70° erwirmt, so erwirbt ein derart hydratisiertes Kollagen oder 
Hydrokollagen die Eigenschaft, durch Pankreassaft verdaut zu werden 

Wahrscheinlich besitzen die Kollagene verschiedenen Ursprungs, 
aus Sehnen, Knochen, Knorpel, Haut, von diversen Tierarten (Sauge- 
tiere, Amphibien, Fische) eine verschiedene Widerstandsfahigkeit gegen- 
iiber den hydratisierenden und hydrolysierenden Agenzien, die sich 
durch den Grad der Glutinierungsgeschwindigkeit kundgibt. 

Nach neueren réntgenoskopischen Untersuchungen von Herzog 
und Gonell*) scheint das Kollagen in gleicher Weise Kristallstruktur 
zu besitzen, wie es bei Seide, Cellulose und derartigen ,,Biokolloiden* 
der Fall ist. Das Kollagen ist ahnlich wie die Cellulose befahigt, durch 
Polymerisation Aggregationen von verhaltnismaBig niedrigmolekularen, 
zyklischen Kernen (Grundkérper, Proteonen) zu bilden, und vermag 
ebenfalls eine Reihe hydratisierter Derivate zu bilden | H ydrocellulosen 
und Hydrokollagene}*) 


') Vorgetragen auf dem IV. allrussischen PhysiologenkongreB in 
Leningrad (Mai 1926). 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 2218, 1925. 

8) Collegium 1926, Nr. 356, 676. 
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Es ist méglich, daBb verschiedene Kollagene, die sich durch ihre 
mehr oder weniger schwierige Glutinierbarkeit voneinander unter- 
scheiden, mannigfaltige Hydrokollagene nativen Ursprungs sind. Wie 
sich diese natiirlichen Hydrokollagene dem Trypsin gegeniiber ver- 
halten, ist noch nicht aufgeklirt; von dem sehr widerstandsfihigen 
Sehnenkollagen wissen wir aber, daB seine Trypsinfestigkeit sogar 
nach langdauernder Behandlung mit verdiinnten Alkalien unverindert 
bleibt. 

Unlingst habe ich festgestellt, dab mehrere Praparate des sehr 
resistenten, im allgemeinen trypsinfesten Sehnenkollagens unter dem 
Einflu8 von einigen Handelssorten des Trypsins und des Pankreatins 
verdaut werden. 

Besonders wirksam waren die alten Pankreatinpriparate, die 
wahrscheinlich erepsinhaltig waren. Dagegen verhalten sich die meisten 
kiéuflichen und frisch zubereiteten Trypsinpraparate vollig indifferent 
gegen Tendokollagen. 

1. 5cem einer 5proz. Lésung von Pankreatin, zu 500 ccm einer 
0,25 proz. Sodalésung (0,25 Proz. Na,CO,) hinzugefiigt, lésen waihrend 
24 Stunden bei 40° 10g Sehnen bzw. Sehnenkollagen vollstindig. 

2. Eine 4proz. Lésung von Kahlbaumtrypsin laBt Sehnen und 
Sehnenkollagen unter den gleichen Bedingungen unangegriffen. 

Kin aihnliches Verhalten zeigen die tierische Haut und das Haut- 
pulver. 

Man kénnte also erwarten, da} in manchen Handelspriparaten 
des Trypsins und des Pankreatins irgendeine Beimengung zugegen ist, 
welche die Lésung des Kollagens beeinfluBt, vielleicht derart, daB das 
trypsinfeste Kollagen in das trypsinlabile Hydrokollagen umgewandelt 
wird. Die kiirzlich erschienenen Arbeiten von Waldschmidt-Leitz und 
Harteneck*) hatten gezeigt, daB sich im Pankreas inaktiviertes Trypsin 
befindet, das die EiweiBstoffe nicht zu spalten vermag, wohl aber 
imstande ist, die Peptone anzugreifen. Dieses Trypsin wird wirksam 
durch einen Aktivator, der im Pankreas selbst vorhanden ist in 
Form einer inaktiven Enterokinase bzw. Prokinase. Die selbsttitige 
Aktivierung des Trypsins wird durch die Einwirkung der sich be- 
freienden Enterokinase hervorgerufen. 

AuBer dem ‘Trypsin enthilt die Pankreasdriise auch Erepsin. Das 
Erepsin und die Prokinase werden durch Alaun adsorbiert, das Trypsin 
wird dagegen nicht adsorbiert. Der Vorgang der Trypsinaktivierung 
laBt sich folgendermaBen veranschaulichen: 

1. Prokinase +- Erepsin - Enterokinase. 

2. Inaktives Trypsin -+ Enterokinase - Aktives Trypsin. 


1) H. 149, 203, 1925. 





_  —_ a 


~ 


i= @B oA 
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An und fir sich wirkt Erepsin nicht auf Pepton, Casein, Fibrin, 
Glutin, Gliadin, Zein ein. Diese Proteinstoffe werden nur in Gegenwart 
des Systems (Trypsin + Enterokinase) gespalten. 

Es ist aber wenig wahrscheinlich, daB die kollagenolytische Wirkung 
mancher Pankreatinpriparate durch die Gegenwart von Erepsin 
bedingt sein kénnte. 

Um die naheren Beziehungen zwischen dem Kollagen und den 
pankreatischen Fermenten aufzukliren, haben wir es unternommen 
Fermente aus der Pankreasdriise des Rindes darzustellen. Die Driise 
wurde nach ihrer Zerkleinerung fraktionsweise mit Glycerin extrahiert ; 
die Glycerinmenge wurde unter Beriicksichtigung des Wasseigehalts 
im Pankreas so bemessen, daB die extrahierte Fliissigkeit einen 20 proz 
Glyceringehalt aufwies. Auszug I wurde durch 24stiindiges Digerieren 
des Pankreas bei Zimmertemperatur gewonnen. Auszug II erhielt man 
durch Digerieren des Riickstandes der ersten Extraktion, indem man 
ihn mit 20proz. Glycerinlésung bei 40° wahrend 24 Stunden behandelte 
Beide Ausziige verhalten sich verschieden in bezug auf Fibrin und 
Tendokollagen. 





com 0,25 proz. Nay CO, Auszug | Auszug II 
Fibrin wird in 1*/, Stunden wird in 24 Stunden 
(lg und 5cem) verdaut nicht verdaut 
Kollagen wird gelést wird gelést 


(2g und 5ccm) 


Somit kann man in der Pankreasdriise zwei verschiedene Ferment- 
arten unterscheiden: 

1. Die eine verdaut Fibrin und das Kollager (fF ibrinase) 

2. Die andere verdaut nur das Kollagen und greift das Fibrin nicht 

an (Kollagenase). 

Im Auszug | kénnte die kollagenolytische Wirkung durch Bei 
mengung von Kollagenase hervorgerufen worden sein. Zwecks I|solierung 
und naherer Charakterisierung des kollagenolytischen Ferments wurden 
daher Versuche zur Trennung angestellt, in denen das Ferment mit 
Hilfe chemischer urd physikalischer Adsorptionsmittel vom Trypsin 
befreit werden sollte. 


I. Die Trennung mit Hilfe des Saphranins. 

Holzberg') zeigte im Jahre 1913, daB eine Trypsinlésung nach dem 
Versetzen mit */, Volumina 0,8proz. Saphraninlésung einen Nieder 
schlag bildet, der das gesamte Trypsin mitreiBt; das Filtrat besitzt 
keine proteolytischen Eigenschaften mehr. 


') Journ. of biol. Chem. 14, 335, 1913. 
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Marston') schlagt gleichfalls vor, die Fermente mit Saphranin und 
mit anderen Azinen voneinander zu trennen; dabei wird angegeben, 
daB Azine Trypsin, Pepsin. Papayotin, Chymosin fallen, daB aber 
Lipasen und Diastasen in Lésung bleiben. 

Der Niederschlag, den wir beim Zufiigen der Saphraninlésung zum 
Glycerinauszug der Pankreasdriise erhalten haben, erwies sich jedoch 
inaktiv gegeniiber Fibrin und Kollagen. Dagegen verdaut das Filtrat 
der Saphraninfillung die beiden Stoffe sehr gut. Die Gegenwart des 
Saphranins stért keinesfalls die Fermentwirkung. In ahnlicher Weise 
verhalt sich Saphranin auch gegeniiber Pepsin und Pankreatin; beide 
Fermente verdauen Kollagen und Fibrin trotz der Anwesenheit des 
Saphranins 

Die mangelhafte Ubereinstimmung mit den Angaben von Holzberg 
und Marston ist vielleicht darin zu suchen, dab in unserem Falle irgend- 
welche kolloide Begleitstoffe fehlen, die durch das Saphranin nieder- 
geschlagen werden und dabei die proteolytischen Fermente mitreiBen 
kénnen. Vielleicht ist auch die Anwesenheit des Glycerins von Be- 
deutung, obwohl bei einigen Versuchen mit Pepsin und Pankreatin, die 
ohne Glycerin angestellt worden waren, das Saphranin keinen stérenden 
Kinflub ausiibte. 


Il. Adsorption der pankreatischen Fermente mit Kohle und mit Kaolin. 

Schiittelt man 25 ccm des pankreatischen Auszugs | mit 3 g Kaolin, 
laBt sodann einige Zeit im Thermostaten bei 37° stehen und trennt 
das Adsorbat ,,Kaolin-Trypsin’* von der Lésung durch Filtration, so 
ergibt sich nach der Priifung beider Fraktionen mit Kollagen und mit 
Fibrin folgendes: 


Verhalten gegen Kaolin (Na,CO,, 0,25 Proz.). 





Adsorbat Kaolin-Trypsin Filtrat von Kaolin-Trypsin 
Kollagen . wird verdaut wird nicht verdaut 
Fibrin. . wird nicht verdaut wird verdaut 


Mit Hilfe des Kaolins laBt sich die Trennung der Fermente ausfiihren: 
Die Koilaqenase wird von Kaolin adsorbiert, die Fibrinase bleibt in Lésung. 

Analoge, aber umgekehrte Verhaltnisse werden bei der Kohlen- 
absorption beobachtet. 


Verhalten gegen Kohle (Na,CO,, 0,25 Proz.). 





Adsorbat Kohle-Trypsin Filtrat von KohlesTrypsin 
Kollagen . wird nicht verdaut wird verdaut 
Fibrin. . wird verdaut ‘ a 


1) Biochem. Journ. 17, 851. 
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Kohle adsorbiert die Fibrinase nur teilweise und lapt die Kollagenase 


ganzlich unadsorbiert 


Ill. Adsorption des Pepsins mit Kohle und mit Kaolin. 
Das Pepsin zeigte nach der Trennung mit Kohle oder mit Kaolin 
folgendes Verhalten gegeniiber Kollagen und Fibrin 


Verhalten gegen Kaolin (HCI, 0,25 Proz.). 





Adsorbat KaolinsPepsin Filtrat von Kaolin«Pepsin 
Kollagen Glutinierung Verdauung 
Fibrin. . Verdauung e 


Verhalten gegen Kohle (HCl, 0,25 Proz.). 





Adsorbat Kohle-Pepsin Filtrat von Kohle-Pepsin 
Kollagen . Glutinierung Verdauung 
Fibrin. . Verdauung 7 


Kaolin- und Kohleadsorbate des Pepsins enthalten ein eiqenartiges 
Ferment. das imstande ist, in saurer Losung das Kollagen in, Leim wm 
cuwandeln und das gebildete Glutin nicht weiter zu verdauen vermag 

Nach dem Herausnehmen der Proben aus dem Thermostaten und 
nach dem Erkalten erstarrt die Fliissigkeit zu einer konsistenten 
Gallerte, die mit klebenden Eigenschaften versehen ist. Ein derartiges 
Ferment kénnte man als Glutinase bezeichnen: es ist verschieden von 
der Kollagenase, die eine andersartige Umwandlung des Kollagens 
hervorruft, indem dieses in sodaalkalischem Medium ohne Gallerten 
bildung gelést bzw. verdaut wird. Nur die Pepsin-Clutinase wird von 
Kaolin und Kohle adsorhiert 


IV. Adsorption des Pankreatins durch Kohle und Kaolin. 


Kin altes Pankreatinpraparat, das deutlich kollagenolytisch war 
wurde mit Kaolin und mit Kohle adsorptionsweise fraktioniert 


Verhalten gegen Kaolin (Na,CO,, 0,25 Proz.). 





Adsorbat Kaolin-Pankreatin Filtrat von KaolinsPankreatin 
Kollagen. nicht angegriffen nicht angegriffen 
Fibrin . . wird teilweise verdaut wird vollstandig verdaut 


Verhalten gegen Kohle (Na,CO,, 0,25 Proz.). 





Adsorbat Kohle-Pankreatin Filtrat von Koble-Pankreatin 


Kollagen wird verdaut wird verdaut 
Fibrin. . ‘ ” " ™ 
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In diesem Falle sehen wir, da Kohle zu keiner selektiven Adsorption 
des Ferments fiihrt, beide Fraktionen verhalten sich gleich gegeniiber 
Fibrin und Kollagen. Was den EinfluB des Kaolins auf das Pankreatin 
betrifft. so ist festzustellen, daB Kaolin die kollagenolytische Wirkung 
des urspriinglichen Ferments vernichtet. Infolge dieses Verhaltens 
ist es leicht méglich, das Trypsin von der Kollagenase zu reinigen, 
weil dabei keine wesentliche Schiidigung des Trypsins stattfindet; 
man beobachtet nur eine Verlangsamung der Fibrinverdauung. 


V. Eluierung von Adsorbaten. 


In allen obenerwaihnten Fillen hatten wir die Adsorbate, d.h. die 
Niederschlige auf ihre Aktivitit gepriift, ohne die fixierten Fermente 
als solche von Kohle oder Kaolin zu trennen. Versuche, die Fermente 
zwecks Reinigung oder Isolierung zu eluieren, hatten folgendes Ergebnis: 


1. Pankreasauszug | wurde mit Kohle behandelt. Adsorbat Kohle- 
Trypsin I wird mit 20proz. Glycerinlésung digeriert. Der Glycerin- 
extrakt verdaut nicht Fibrin und Kollagen. Die Restkohle verdaut 
nach der Glycerinbehandlung nur das Kollagen. 

Die Kollagenase wird also aus dem Kohleadsorbat mit 20 proz. 
Glycerin nicht eluiert. Das gleiche zeigt sich, wenn man fiir die Digestion 
des Kohleadsorbats 90proz. Glycerin anwendet. 

2. Etwas andere Resultate beobachten wir beim Adsorbat Kohle- 
Trypsin Il. Pankreasauszug I] (100 ccm) wurde mit 10g Tierkohle 
3 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 





Kollagen Fibrin 
Adsorbat Kohle- 

Trypsin II wird gelést wird nicht gelést 0 
Filtrat von demselben - - ; wird gelést . 
Elution des Adsorbats 
mit 20proz. Glycerin wird nicht gelést 0 = . 0 

Die Kohle nach 

der Elution wird geldést } wird nicht gelést 0 
Elution des Adsorbats 
mit 90proz. Glycerin jo . t . » 0 

Die Kohle nach 

der Elution wird nicht gelést 0 ~ m - 0 
Filtrat von Kohle-Ad- 
sorbat mit Alkohol ver- 
setzt; der Niederschlag. wird gelést 4 wird gelést + 


Die Kohle fixiert die Kollagenase, die das Fibrin nicht angreift. 
Die Adsorption der Kollagenase ist trotz lingeren Schiittelns mit 
einem U'berschuB an Kohle eine unvollstandige; ein Teil der K ollagenase 
bleibt im Filtrat, zusammen mit der Tryptase; aus dem Filtrat wird 
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diese Kollagenase mit Alkohol niedergeschlagen. Alkohol fallt aber 
auch die Fibrinase, und auf diese Weise wird keine Trennung der beiden 
Fermente erreicht 

Das Adsorbat wird mit %proz. Glycerin hinreichend erschépft 
(eluiert); die Elution enthalt nur die Kollagenase und der Rest ist 
ganz fermentfrei (inaktiv) 

3. 80 cem des Pankreasauszugs ll werden mit Soda bis zu einem 
Gehalt von 0,25 Proz. versetzt; urspriinglich hatte der Auszug I1 eine 
schwach saure Reaktion. Man schiittelt 34 Stunden mit 12g Kohle 


oder mit Koalin 








Kollagen Fibrin 
Adsorbat Kohle-Trypsin II. langsam verdaut(+) nicht verdaut 0 
Das Filtrat davon nicht verdaut 0 verdaut ; 
Elution des Adsorbats mit 
0,25proz. Sodalésung. Dige- 
riert 2 Stunden ..... i as 0 nicht verdaut 0 
Riickstand nach Eluierung . af S 0 0 
4 
Kollagen Fibrin 
Adsorbat Kaolin-Trypsin II . nicht verdaut 0 langsam verdaut (+ 
Das Filtrat davon ..... verdaut + verdaut 
Elution des Adsorbats mit 
0,25proz. Sodalésung, 
2 Stunden . ee oe gg nicht verdaut 0 nicht verdaut 0 
Riickstand nach Eluierung . - 7 0 0 


Aus der schwach alkalischen Lésung adsorbiert Kohle die Kolla- 
genase. Kaolin dagegen adsorbiert sie nicht. Eluierung mit wasseriger 
Sodalésung bewerkstelligt keine Extraktion von Fermenten, aber 
diese erleiden eine Inaktivierung; sie lassen sich in den Rickstanden 
nach der Eluierung nicht mehr nachweisen 

5. 80 cem des Auszugs II werden neutralisiert und mit 10 g Kohle 
oder mit 10g Kaolin 4 Stunden geschiittelt 





Kollagen Fibrin 
Ads. Kohle-Trypsin Il wird nicht verdaut 0 wird nicht verdaut 0 
Filtrat davon .... langsam verdaut (+) " n 0 
Ads. Kaolin-Trypsin Il wird gut . ‘ . e 0 
Filtrat davon . os langsam * (+) . . ™ 0 


Die Adsorption der Kollagenase durch Kohle und durch Kaolin 
verlauft verschieden. in saurer und in alkalischer Lésung einerseits und 


in neutraler Lésung andererseits 
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VI. Das Verhalten der Fermente gegen Alkohol. 

Wir haben oben erwahnt, daB die Fallung des Auszugs I1 mit 
Alkohol nicht zur Abscheidung entweder von Kollagenase oder von 
Tryptase fiihrt, beide werden durch Alkohol zusammen _nieder- 
geschlagen. LaBt man aber den Niederschlag unter dem Alkohol laingere 
Zeit (7 bis 10 Tage) stehen, so bleibt im Niederschlag ausschlieBlich 
Kollagenase zuriick; die T'ryptase wird unter dem EinfluB des Alkohols 
vernichtet bzw. inaktiviert. 





Kollagen Fibrin 
Alkoholische Fallung: 
Na, CO,, 0,25 proz. . vollstandig verdaut 
. binnen 1'), Stdn, -+-+-+ nicht verdaut 0 
Filtrat davon: Na,C O,, 
Osepres. ....- wird nicht verdaut 0 bo ss 0 
Alkoholische Fallung: 
HCl, 0,2proz. ... Glutinierung [+] Quellung (0) 


Im Gegensatz zum Trypsin scheint die Kollagenase unter dem Hinflupi 
des Alkohols nicht geschddigt worden zu sein. Sie kann auf diese Weise 
vom Trypsin gereinigt werden. 

Die Kollagenase bewirkt in sodaalkalischer Lésung die V erdauung 
des Kollagens, und in saurer Lésung die Glutinierung des Kollagens; in 
letzterem Falle wird der leimliefernde Komplex nicht zersetzt. Die 
Wirkungsweise des Ferments ist ganz verschieden im alkalischen und 
im sauren Medium. Eine derartige Glutinierung des Kollagens kommt 
auch unter dem EinfluB des adsorptionsweise fraktionierten Pepsins 
zustande, wie oben bereits angefiihrt wurde. 


VII. Verhalten der pankreatischen Fermente gegen Siiuren. 

Am giinstigsten fiir die Tatigkeit der pankreatischen Fermente ist 
ein sodaalkalisches Milieu in einer Konzentration von 0,25 Proz. Die 
tryptische Verdauung erfolgt aber auch in neutraler Lésung. Saure 
Reaktion vernichtet die Trypsinwirkung. 

In der folgenden Tabelle sind die Beobachtungen tiber den Einflub 
der Reaktion auf die Aktivitét des pankreatischen Auszugs im Hinblick 
auf das Kollagen und das Fibrin zusammengestellt. 





Kollagen Fibrin 
Auszug II: neutral . verdaut langsam und verdaut gut 
unvollstandig (+) 

Pepsin: neutral .. . ebenso (+) verdaut nicht 0 
Auszug II: HNOs, 

0,25proz. .. . . . verdaut unvollstand.(-+-) verdaut unvollstand. (+) 
Pepsin: HNO,,0,25proz. verdaut vollstandig + verdaut gut + 
Auszug II: HCl, 

0,25proz.. . . verdaut + verdaut + 


Pepsin: HCl, 0,25 pr 'Z. _ - . 




















~~ 
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Es ergibt sich, dap due pankreatische n Fermente das Kollage n und 
das Fibrin auch in saurer Lésung, wenn auch langsamer und unvollstdindigq, 
zu verdauen vermégen. Die Natur der Saure scheint von Bedeutung zu 
sein. in Gegenwart von HCl verlauft die Verdauung z. B. besser als 
bei Anwesenheit von HNQO,. In neutraler Lésung wird das Kollagen 
schlechter durch Trypsin I] verdaut als das Fibrin; entgegengesetzte 
Verhaltnisse werden bei Pepsin angetroffen. 


VIII. Behandlung des Kollagens und des Fibrins mit Salpetersiure. 


Kollagen und Fibrin werden mit 5proz. wasseriger Salpetersiure 
bei Zimmertemperatur wahrend 3 Stunden digeriert Nach dem 
Waschen mit kaltem Wasser, mit Sodalésung und wieder mit Wasser 
werden beide Substanzen mit den Fermenten in Beriihrung gebracht 
Sie fiirben sich wegen teilweiser Nitrierung gelb 





Kollagen-N Oy Fibrin-N O, 
Auszug II: Na, CO,, 
a, ee verdaut unvollstand. (+) Quellung 0 
Pepsin: HNO,,0,25proz verdaut }- verdaut + 
Auszug IT: neutral. . verdaut nicht 0 


Nitriertes Kollagen wird, wenn auch ziemlich unvollstandig, von 
Tryptase in alkalischer Lésung verdaut; nitriertes Fibrin erleidet 
dagegen nur eine Quellung. Bei neutraler Reaktion wird Nitrokollagen 
gar nicht verdaut, wahrend Nitrofibrin gut verdaut wird. 

Die Nitrogruppe, die in das Molekiil des Proteins eingetreten war, 
wurde auf irgend eine Weise mit den koordinierenden Gruppierungen 
des Ferments eng verbunden: dabei traten bei Kollagen und bei Fibrin 
ganz verschiedenartige Erscheinungen auf. Die Anwesenheit von Soda 
scheint beim Kollagen teilweise die hemmende Wirkung der Nitrogruppe 
aufzuheben, daher findet eine, wenn auch unvollkommene, Verdauung 
des Nitrokollagens statt. Beim Fibrin dagegen wirkt die Gegenwart 
von Soda kondensierend auf den nitrierten Komplex; die locker sitzende 
Nitrogruppe wird anscheinend leicht von der Tryptase angegriffen 


IX. Fixierung von enzymotropen Gruppierungen. 


Bei der Untersuchung von Koordinationsbeziehungen zwischen 
angreifbaren Bindungen oder Gruppierungen im Proteinkomplex und 
zwischen aufschlieBenden Konfigurationen des Fermentsubstrats er- 
scheint als eine der wichtigsten Methoden die Fixierung von enzymo- 
tropen Gruppierungen verschiedener organischer Verbindungen. — In 
dieser Richtung sind zwei Wege mdglich: 
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1. Kntweder wird die Enzymwirkung unter Hinzufiigen §ver- 
schiedener organischer Verbindungen hervorgerufen, welche die enzymo- 
trope Gruppierung des Proteins oder die haptophore Gruppierung des 
Ferments zu beeinflussen vermégen: oder 

2. das Protein selbst wird einer Vorbehandlung unterworfen 
bzw. es wird ein bestimmtes Proteinderivat dargestellt und dasselbe 
mit verschiedenen Fermenten gepriift. 


Beim Studium der Kollagenase wurden beide Richtungen ein- 
geschlagen. 


1. Versuche mit dem Hinzufiigen von organischen Verbindungen. 


Es wurden solche organische Verbindungen ausgewahlt, die, wie 
man vermuten kénnte, mit enzymotropen oder mit haptophoren 
Gruppierungen des Systems: (Substrat + Enzym) zu reagieren imstande 
waren. Zu derartigen Verbindungen gehéren z. B.: Trinitrophenol, 
Benzaldehyd und Phenylendiamin. 





Kollagen Fibrin 


Trinitrophenol 


ci, ee nicht verdaut 0 nicht verdaut 0 
Pankreatin. ..... = n 0 verdaut + 
Pepsin. ....... ” ” 0 nicht verdaut 0 


Benzaldehyd 


SLE 64s. as nicht verdaut 0 verdaut 
Pankreatin ..... i a 0 . 
a 2 - 0 . 


Phenylendiamin 


po. | nicht verdaut 0 langsam verdaut (-}-) 
Pankreatin ..... a : 0 verdaut 
PMs «0 4 4 Ho verdaut + s + 


Die Anwesenheit einer kleinen Menge Pikrinsiure stért die Ver- 
dauung des Kollagens durch Trypsin Il, Pankreatin und Pepsin, sowie 
auch die Verdauung des Fibrins durch Trypsin und Pepsin. Pikrinsdure 
heeinflupt nicht die Verdauung des Fibrins durch Pankreatin. Auch der 
Benzaldehyd hemmt die Wirkung des Trypsins, Pankreatins und 
Pepsins auf Kollagen, er beeinfluBt aber nicht die Verdauung des 
Fibrins durch die genannten Fermente. 


Endlich zeigt das Phenylendiamin keine stérende Wirkung auf 
die Verdauung des Fibrins durch Trypsin, Pankreatin und Pepsin, 
aber es setzt die Wirkung der ersten beiden Fermente auf Kollagen 
herab, wahrend die Pepsinwirkung gar nicht verindert wird. 























2. Versuche mit Kollagen und Fibrin nach Behandlung derselben 


Kollagenase 


mit verschiedenen organischen Verbindungen. 


O77 


ami 


Tendokollagen, Fibrin und Tierhaut (BléBe, Krupon des Rindes 


oder des Kalbes) wurden einige Stunden geschiittelt mit Lisungen 


von den unten aufgeziihlten Stoffen; dann wurden sie sorgfaltig aus 


gewaschen. entwassert, getrocknet und die gewogenen Proben gegen 


Fermente gepriift. 
zusammengestellt 


Die Wirkung der Fermente auf die substituierten Proteine. 


Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle 





Trypsin II 
Pankreatin 
Pepsin 


Trypsin II , 


Pankreatin 
Pepsin 


Trypsin II 
Pankreatin 
Pepsin 


Trypsin 1] 
Pankreatin 


Pepsin 


Trypsin I] 
Pankreatin 
Pepsin 


Trypsin I] 
Pankreatin 


Pepsin 
Trypsin IT] 
Pepsin 
Trypsin II 
Pepsin 
Trypsin I 
Pepsin 
Trypsin I] 


Pepsin 


Kollagen Haut 


1. Trinitrophenol 


verdaut nicht verdaut 


nicht verdaut 0 
0 
2. Nitrotoluol 


verdaut verdaut 


3. Trinitrotoluol 


verdaut verdaut 


- 


4. Benzaldehyd 


verdaut nicht verdaut 


nicht verdaut 0 


5. Anisaldehyd 
verdaut + nicht verdaut 


6. Formaldehyd 
nicht verdaut 0 nicht verdaut 


0 r 
0 
7. Naphthalinsulfochlorid 
verdaut + | leicht gequollen 
~ gelockert 


8. Phenylhydrazin 
verdaut nicht verdaut 
nicht verdaut 0 ' 
9, Phenol 
nicht verdant 
verdaut 
10. Resorcin 


verdaut + nicht verdaut 
gequollen 


verdaut 


Fibrin 


0 verdaut 


0 


verdaut 


0 verdaut 


0 verdaut 


0 nicht verdaut 


a a a 
0 verdaut 
(0) verdaut 
(0) " 

0 verdaut 


0 nicht verdaut 


0 verdaut 
0 ,verdaut 
ro} 


verdaut 


0 nicht verdaut 0 


0 
0 











278 W. 5S. Ssadikow : 


Die nahere Zusammenstellung der Beobachtungen  gestattet 
folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Kollagen, das mit Trinitrophenol vorbehandelt war, wird 
widerstandsfahig gegen Pepsin und Pankreatin, wird aber angegriffen 
von Kollagenase (Trypsin 11). 

2. Pikriniertes Fibrin wird pepsinfest. 

3. Nitrotoluol und Trinitrotoluol iiben keinen Einflu®B auf Fibrin 
und Kollagen in bezug auf ihr Verhalten gegen Fermente aus 

4. Bemerkenswert ist die Wirkung von Aldehyden. Mit Form- 
aldehyd vorbehandeltes Kollagen und Fibrin sind vdéllig resistent 
gegeniiber Kollagenase und Pankreatin: mit Formaldehyd behandeltes 
Fibrin wird von Pepsin angegriffen 

Die enzymotropen Gruppierungen sind im Fibrin und im Kollagen 
verschieden. 

5. Fibrin, das mit Benzaldehyd vorbehandelt war, ist dem Angriff 
der Kollagenase, des Pepsins und des Pankreatins zuginglich. K ollagen 
wird nach Vorbehandlung mit Benzaldehyd pepsinfest. 

6. Anisaldehyd tibt keinen EinfluB auf Fibrin und Kollagen aus 
Dasselbe gilt von der Wirkung des §-Naphthalinsulfochlorids; die 
von dieser Substanz geschiitzten Amino- und Imidogruppen nehmen 
keinen Anteil an enzymotropen Komplexen. Ahnlich verhalten sich 
Phenol und Resorcin. Vorbehandlung mit Phenylhydrazin ruft erhéhte 
Resistenz des Kollagens und Fibrins gegeniiber Pepsinwirkung hervor. 

Wir haben bis jetzt das Verhalten der Haut. die mit oben erwahnten 
Substanzen vorbehandelt wurde, hinsichtlich der Fermente nicht 
besprochen. Es ist festzustellen, daB der Hautstoff etwas andere Eigen- 
schaften als das Sehnenkollagen (Sehnenstoff) besitzt. Die Haut ist von 
vornherein mehr resistent gegen Trypsin II und Pankreatin; sie ist 
mit Pepsin leicht verdaulich in saurer Lésung und verdaulich durch 
Kollagenase in sodaalkalischer Léisung: von Kollagenase wird sie 
in saurer Lésung glutiniert 

Pikrinsiure, Ameisensiure, Benzaldehyd, Anisaldehyd, sowie 
auch $-Naphthalinsulfochlorid, Phenylhydrazin und Resorcin blockieren 
die pepsinotropen und trypsinotropen Gruppierungen des Hautstoffs. 

Nitretoluol und Trinitrotoluol begiinstigen die Wirkung von 
tryptischen Fermenten. 


Phenol und Resorcin bewirken eine erhéhte Resistenz gegeniiber 
den Fermenten. 

Die vorstehenden Versuche wurden mit nicht getrennten Fermenten 
ausgefiimt. Zurzeit werden sie mit adsorptionsweise fraktionierten 
Fermenten wiederholt. 
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X. Untersuchung der Fermente aus verschiedenen Organen. 


Wir haben die Fermente aus Pankreas, Leber und Milz des Rindes 
dargestellt 

Herauspraparierte und zerhackte Organe eines frisch geschlachteten 
Tieres wurden entweder mit Sodalésung oder mit Glycerin 20 Stunden 
bei 26 bis 28° digeriert. Auf 440 g Leberbrei nimmt man z. B. 400 cem 
0.25 proz. Sodalésung und 50 cem Chloroform; oder auf 440 g Material 
nimmt man 400 cem 50proz. Glycerinlésung und 50 cem Chloroform. 

Die Wirkung der Ausziige auf Kollagen, Fibrin und Haut ist in 
folgender Tabelle angegeben: 





Kollagen Hautstoff Fibrin 


1. Pankreas 


Sodaauszug, 


Na,CO, .. . verdaut } nicht verdaut 0 verdaut 
Glycerinauszug, 
S| ae 7 . " 0 
2. Milz 


Sodaauszug, 


Na,CO, . .. nicht verdaut 0 nicht verdaut 0 nicht verdaut 0 
Glycerinauszug, 

Na,CO, ... verdaut + . = 0 verdaut 
Sodaauszug, HCl glutiniert [+] % “ 0 nicht verdaut 0 
Glycermauszug, 

HC! . 3 ; s | bs . 0 verdaut 

3. Leber 
Sodaauszug, 

Na,CO, . .. nicht verdaut 0 falltauseinander0 nicht verdaut 0 
Glycerinauszug, 

4: = = 0 wird locker 0 . 0 
Sodaauszug, HC! - 0 S hart 0 . A 0 
Glycerinauszug, 

oS eae - 0 . . 0 ‘ ” 0 


Soda- und Glycerinausziige aus Pankreas verdauen gleich gut 
Kollagen und Fibrin. Aus Milz kann man einen fermenthaltigen Glycerin- 
auszug gewinnen, welcher Kollagen und Fibrin in sodaalkalischer 
Lésung angreift; aber der Sodaauszug aus Milz enthalt noch ein Ferment 
(Glutinase), welches das Kollagen in saurem Medium glutiniert und 
‘indifferent gegen Fibrin ist. Der Glycerinauszug aus Milz enthilt 
ebenfalls die Glutinase und auberdem ein Ferment, welches das Fibrin 
in Gegenwart von Saure verdaut 

Sowohl Sodaauszug wie Glycerinauszug aus Leber lassen Kollagen 
und Fibrin in alkalischer und in saurer Lésung unangegriffen, aber sie 
wirken eigenartig auf die Haut ein; ohne die Haut zu lésen, machen sie 
sie entweder locker, daB sie auseinanderfallt (in alkalischer Lésung), 
oder sie machen sie hart (in saurer Lésung). 
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XI. Untersuchung des Pankreatssaftes. 

Ks war von Interesse aufzukliren, ob im Pankreassaft von Hunden, 
welche nach /. P. Pawlow operiert worden waren, die kollagenlésenden 
und kollagenverleimenden Fermente vorhanden sind. Wir haben 
untersucht: Pankreassaft ohne \inase und mit Kinase, und die Kinase 
allein auf Fibrin und Kollagen in alkalischen und sauren Lésungen. 


Versuche mit dem Pankreassafte des Hundes. 





Kollagen Fibrin 


1. Pankreassaft Nr. 1 ohne Kinase 


Na,CO, . fast unverandert verdaut in 24 Stunden 
ee S J - a 

2. Pankreassaft Nr. 1 mit Kinase 
Na,CO, . verdaut in 1 Stunde verdaut in | Stunde 
a ‘ — 7 nur gequollen 

3. Pankreassaft Nr.2 ohne Kinase 
Na,CO, . unvollstandig verdaut volistandig verdaut in 2!'’, Stdn, 
ae ss # = A —— 

4. Pankreassaft Nr.2 ohne Kinase, mit dem Hinzufiigen der Kinase 
Na,CO, . unvollstandig verdaut vollstandig verdaut 
Mae «ss ‘J - . ‘ 
5. Kinase aus Darm 

Na,CQ, . unvollstandig verdaut nicht verdaut 
ne m ‘ ° » 


Der Pankreassaft des Hundes ist imstande, auch ohne Zusatz von 
Enterokinase Fibrin gut zu verdauen, sowohl in alkalischer, als auch in 
saurer Lésung; dieser Pankreassaft wirkt nur sehr schwach auf Kollagen. 
In Gegenwart von Kinase wird das Kollagen sehr schnell verdaut in 
alkalischer und in saurer Lésung: in diesem Falle wird Fibrin nur in 
alkalischer Lésung angegriffen. in saurer Lésung erleidet das Fibrin 
nur eine Quellung. 

Kinase allein wirkt gar nicht auf Fibrin in saurer und in alkalischer 
Lésung. In bezug auf Kollagen ruft Kinase in alkalischer Lésung nur 
langsame und unvollkommene Verdauung hervor; in saurer Lésung 
erfolgt eine verlangsamte Leimbildung, d.h. die Kinase besitzt schwach 
ausgepragte Higenschaften der Kollagenase und der Clutinase, die in 
Organausziigen angetroffen wurden. 


XII. Untersuchungen von Fermenten der Darmflora. 
Glycerinausziige aus den Fakalien verschiedener Tiere') wurden 
auf die Anwesenheit von Tryptase, Kollagenase und Glutinase gepriift 


1) Das Material wurde aus dem Zoologischen Garten in Leningrad 
genommen. 
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Tierart Kollagen Fibrin 
1. Tiger 
*) Se verdaut unvolistandig verdaut (+) 
oe a a “A - nicht verdaut 0 
2. Lowe 
Diet + «ks fast unverandert (0) verdaut 
SR re ar ae nicht verdaut 0 . t 
3. Pavian 
cee ne, Ee fast unverandert (0) verdaut t 
HCl . oe Quellung (0) Quellung (0) 
4. Hydne 
| Glutinierung [0] Quellung 0 
0) Se e {0} unverandert 0 
5. Kernrabe 
ae nicht verdaut 0 nicht verdaut 0 
a Go 6 wa verdaut } Quellung [0] 
6, Fasan 
i an so i verdaut } verdaut : 
eae: Gx - + . 


In der Darmflora verschiedener Tierarten konnte man die Gegen- 
wart folgender Fermente feststellen: 
a) Fermente, welche das Kollagen in saurer und alkalischer Lésung 
verdauen (Nr. 1). 

b) Fermente, welche das Fibrin in saurer und alkalischer Lésung 
verdauen (Nr. 2). 

c) Fermente, welche das Fibrin nur in alkalischer Lésung ver- 
dauen (Nr. 3). 

d) Fermente, welche das Kollagen nicht nur in saurer, sondern auch 

in sodaalkalischer Lésung glutinieren. 

Der letzte Fall ist von besonderem Interesse, weil er zwei Arten 
der Glutinase zu unterscheiden gestattet. Die eine ruft die Glutinierung 
des Kollagens in saurer Lésung hervor (a-Glutinase) ; die andere glutiniert 
das Kollagen in sodaalkalischer Lésung (f-Glutinase). Die beiden 
Glutinasen spalten nur bis zur Gallertenbildung; sie sind nicht imstande 
auch bei beliebig langer Einwirkungsdauer das Kollagen weitergehend 
zu spalten. 

Es wurden noch Fermente aufgefunden, die das Kollagen in saurer 
oder in alkalischer Lésung ohne Gallertenbildung bzw. ohne Glutinierung 
lésen; im ersten Falle haben wir es mit pepsinartigen Fermenten 
(Peptasen) zu tun, im zweiten Falle mit Kollagenase 

Wir haben ferner Diphtherietoxin auf das Vorhandensein dieser 
Fermente gepriift. Es hat sich ergeben, daB Diphtherietoxin befahigt 
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ist, das Kollagen in saurer Lésung zu glutinieren, es enthalt also 
a-Glutinase; das Toxin veriindert das Fibrin nicht in saurem und in 
alkalischem Medium: es greift das Kollagen in alkalischer Lésung nicht 
an. Das Diphtherietoxin enthilt also keine Kollagenase, Peptase 
und Tryptase. 

Das eigenartige Verhalten des Kollagens in saurer und in alkalischer 
Losung in Gegenwart von verschiedenen Fermenten gestattet uns, an 
die Frage nach dem Wesen des Glutinierungsvorgangs etwas naher 
heranzutreten. Ist die Stufe der Glutinbildung unumgiinglich not- 
wendig bei jeder fermentativen Zersetzung des Kollagens oder braucht 
sie nicht durchlaufen zu werden, wenn sich die tryptischen und peptischen 
Zerlegungen des Kollagens auf verschiedenen Wegen vollziehen’ Es 
steht fest, da das Glutin sowohl in saurer Lésung (a-Glutinase) als 
auch in alkalischer Lésung (f-Glutinase) entstehen kann, und dai 
saure oder alkalische Reaktion allein keine weitere Hydratation des 
Glutins hervorrufen kann unter Verlust des gallertigen Zustands und 
der leimenden und klebenden Eigenschaften. Andererseits hatte es sich 
gezeigt, dab bei Anwesenheit von andersartigen Fermenten (K ollagenase 
und Peptase) das Kollagen die Stufe des Glutins umgehen kann. Alle 
diese Umstainde und Erscheinungen fiihren zu der Ansicht, daB man 
das Glutin (Leim) als ein sekundares Produkt der fermentativen 
Kondensation oder Synthese (Reversion) betrachten kann, das aus 
irgendwelchen primaren Umwandlungsstufen im Verlauf der Hydrolyse 
entstanden ist. 

Réntgenoskopische Beobachtungen von Herzog und Gonell (1. ¢.) 
hatten gezeigt, daB das Kollagen eine micellar-kristallinische Struktur 
aufweist und ein verhaltnismaiBig niedriges Molekulargewicht (600) 
aufweist. wihrend das Glutin keine Interferenzen liefert, die fiir die 
kristallinischen K érper eigentiimlich sind und ein sehr hohes Molekular- 
gewicht aufweist (bis 30000). Die Glutinierung des Kollagens kann 
man sich als einen synthetischen Vorgang vorstellen, bei dem ein viel 
komplizierterer Kérper als Kollagen gebildet wird. Die Bildung desselben 
erfolgt auf Kosten von Substanzen, die bei der Spaltung von zyklischen 
Grundkernen (Proteonen) im ersten Stadium der Hydrolyse entstehen. 
Gespaltene Kerne fiihren infolge gegenseitiger Kombinationen™ ‘und 
Kondensationen zu den hochmolekularen kolloiden Systemen. 

Kin ahnlicher Vorgang spielt sich auch bei lingerem Kochen des 
Kollagens mit Wasser ab oder bei biologischen Temperaturen unter 
Mitwirkung eines eigentiimlichen Ferments, der Kollagenase, wie von 


uns nachgewiesen worden ist. 

Betrachten wir die oben entwickelte Vorstellung iiber die sekundire, 
synthetische Natur des Glutins als recht wahrscheinlich, so mu8 man 
annehmen, daB bei der fermentativen Bildung des Glutins bzw. bei 
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der Glutinierung des Kollagens zwei besondere Faktoren mitspielen; 
ein spaltendes und ein kondensierendes Agens. Die Natur des Spaltungs- 
vorgangs kénnte aber derart sein, dab die NSpaltungsprodukte eine 
selbstandige Kondensation ejner bestimmten Art erfahren und Kon- 
densationskomplexe liefern, welche eine Widerstandsfihigkeit gegen 
schwache Siuren und Alkalien, sowie gegen Wasser und Ferment- 
wirkungen aufweisen 

Auf Grund der vorgebrachten Ansichten sci es uns gestattet, die 
Glutinase als ein synthetisches Ferment zu betrachten, waihrend die 
K ollagenase als ein hydrolytisches, aber nur sehr oberflichlich spaltendes 
Ferment peptischer Art aufzufassen ist. Es wire ebenfalls nicht aus- 
geschlossen, daB die Glutinase und Kollagenase als zwei verschiedene 
Wirkungen eines und desselben Ferments erscheinen, das je nach den 
Bedingungen in einem Falle spaltend, im anderen Falle aufbauend 


fungiert. 


Beim experimentellen Teile dieser Arbeit unterstiitzte mich Fraulein 


M. K. Tachigelskaya. 
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Uber das Vorkommen des Plasmalogens. 


I. Mitteilung: 
Uber das Vorkommen des Plasmalogens in Kérperfliissigkeiten'). 


Von 


W. Stepp, R. Feulgen und K. Voit. 


(Aus der Medizinischen Klinik und dem Physiologischen Institut, Chemische 


Abteilung der Universitat GieBen.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1926.) 


Vor einiger Zeit haben R. Feulgen und K. Voit*) in zahlreichen 
tierischen Geweben mit Hilfe einer ebenso empfindlichen wie charak- 
teristischen mikrochemischen Reaktion eine Substanz nachgewiesen, 
die Plasmalogen genannt wurde. Dieser Kérper war in Wasser unléslich, 
in organischen Lésungsmitteln aber léslich und konnte den Geweben 
durch Alkohol entzogen werden. Durch Saéuren oder auch durch die 
Kinwirkung von Sublimat lieferte das Plasmalogen eine andere Sub- 
stanz, die sich von dem Plasmalogen wesentlich unterschied. Dieser 
Stoff war ebenfalls in Wasser unldéslich, in organischen Lésungsmitteln 
léslich, mit Wasserdimpfen aber fliichtig, was zu seiner priparativen 
Darstellung diente. Er zeichnete sich ferner vor dem Plasmalogen durch 
die Anwesenheit einer freien Aldehydgruppe aus, wodurch er wegen 
der Seltenheit dieser Gruppe in der Biochemie ein besonders charakte- 
ristisches Gepriage bekam. Dieser Stoff wurde Plasmal genannt 
und zunichst stillschweigend angenommen, daB die durch Quecksilber- 
chlorid und durch Siuren aus dem Plasmalogen entstehenden Kérper 
identisch seien, wofiir ein strikter Beweis indessen noch nicht vorliegt, 
was aber bisher belanglos war und im Zusammenhang unserer jetzigen 
Ausfiihrungen auch noch unerheblich ist. Bei der Entstehung von Plasma! 
aus Plasmalogen, die vielleicht unter Abspaltung einer bisher noch 
unbekannten Komponente erfolgt, wirken Saéuren nach MaBgabe der 
Wasserstoffionenkonzentration, der Temperatur und Zeit [Voit*)], 


1) Diese Befunde lagen schon im Jahre 1924 vor, sind aber aus 
auBeren Griinden noch nicht veréffentlicht worden. 

2) R. Feulgen und K. Voit, Pfliigers Arch. 206, 389, 1924. 

3) K. Voit, Zeitschrift f. Biologie 88, 223, 1925. 
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wahrend Sublimat auch bei sehr geringer Konzentration in einer bisher 
noch nicht gemessenen sehr kleinen Zeit wirksam ist. 

Das Plasmal farbt sich, entsprechend seiner Aldehydnatur, in 
fuchsinschwefliger Saure sofort intensiv violett, das Plasmalogen, das 
keine freie Aldehydgruppe enthalt, an sich nicht, wohl aber bei langerer 
Eimwirkung des Reagenzes, weil dieses stets sauer reagiert, und daher 
aus Plasmalogen Plasmal frei macht. Der aus fuchsinschwefliger 
Saure und Plasmal entstehende Farbstoff ist auBerordentlich ergiebig 
worauf die groBbe Empfindlichkeit der Reaktion zuriickzufiihren ist 


Unter ,,Plasmalreaktion’‘ wurde die Violettfarbung mit fuchsin- 
schwefliger Saure verstanden, welche von selbst nach laingerer Zeit 
in Gegenwart von Sublimat oder nach Vorbehandlung mit Sublimat 
aber sofort eintritt. So bewirkt Sublimat eine sehr ausgeprigte Ver- 
schiebung in der Zeit, in der die mit und ohne Sublimat angestellten 
Reaktionen sichtbar werden, und diese bevorzugte Wirkung des 
Sublimats macht die Reaktion zu einer auBerordentlich charakteristischen 
Sie eignet sich nicht nur zur Erkennung des Plasmalogens in Koérper 
fliissigkeiten, sondern vor allem auch zum mikrochemischen Nachweis 
in’ mikroskopischen Priparaten. Wird z. B. ein plasmalogenhaltiger 
Gefrierschnitt in fuchsinschweflige Saure eingetaucht und gleichzeitig 
auch ein solcher, der vorher kurze Zeit in Sublimatlésung gestanden 
hatte und dann ausgewaschen worden war, so entsteht in dem mit 
Sublimat vorbehandelten Schnitt nach wenigen Augenblicken eine 
intensiv violette Farbung, wihrend der andere Schnitt erst nach 
Stunden eine Farbstoffbildung entstehen laBt. 

Mit dieser Methode haben Feulgen und Voit das Plasmalogen in 
zahlreichen tierischen Zellen, so in Muskelgeweben und in parenchyma- 
tésen Organen nachgewiesen. Es fragt sich, ob dieser Stoff auch in 
Korperflissigkeiten vorkommt 

Versetzt man Serum mit sehr wenig fuchsinschwefliger Saure 
so entsteht sofort ein roter Farbstoff, der aber nichts mit einer Plasma - 
reaktion zu tun hat, sondern auf einer Zersetzung des Reagenzes beruht 
Da man also beim Arbeiten mit fuchsinschwefliger Saure in biologischen 
Fliissigkeiten das Opfer grober Tauschungen werden kann, so ist es 
wichtig, zu wissen, daB sich die fuchsinschweflige Siure unter Bildung 
eines roten Farbstoffs zersetzt, wenn eine Verarmung an freiem SQ, 
eintritt. So kann man schon starke Rotfarbungen hervorrufen, wenn 
man etwa 100ccm Wasser mit 2 Tropfen einer fuchsinschwefligen 
Saure von der bei uns gebrauchlichen Zusammensetzung vermischt 
Der rote Farbstoff entsteht nicht sofort, sondern nach einigen Minuten 
Diese Zersetzung wird begiinstigt, wenn die Fliissigkeit, die mit der 
fuchsinschwefligen Saure vermischt wird, Sauren bindet Aus dem 

19* 
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(resagten geht hervor, daB man unter ein gewisses Minimum Reagens 
zweckmabig nicht herunter geht, und daB es beim Vorliegen von saéure- 
bindenden Fliissigkeiten geboten ist, die Fliissigkeit zuvor mit Mineral- 
siuren bis zu einer geeigneten Aciditat anzusiuren. 

Hieraus ergibt sich die Arbeitsweise, mit der wir Plasmalogen in 
Nérperfliissigkeiten nachweisen; sie ist im tibrigen identisch mit dem 
Verfahren, mit dem Feulgen und Voit das Plasmalogen in einer aus 
Geweben hergestellten Lipoidemulsion nachgewiesen haben: 

Ks werden zwei Reagenzgliser mit je 2ccm Serum beschickt 
und in das eine Glas 2 cem 0,3 n HCl, in das andere aber 2 cem 0,3 n 
HCl, welche 1 Proz. Sublimat gelést enthalt, hineingegeben. Darauf 
vermischt man den Inhalt beider Reagenzgliser mit je 2 ccm fuchsin- 
schwefliger Saure. Der Erfolg ist folgender: Der Inhalt des sublimat- 
haltigen Reagenzglases farbt sich in wenigen Minuten blauviolett, 
wahrend der Inhalt des anderen Glases vollkommen ungefarbt bleibt, 
innerhalb einer Zeit, welche fiir die maximale Ausbildung des Farb- 
stoffs in dem sublimathaltigen Reagenzglase erforderlich ist. Nach etwa 
| Stunde entsteht auch in dem sublimatfreien Glase der Farbstoff, 
und es dauert einige Stunden, bis sich dieser zu seiner maximalen Starke 
entwickelt hat. Die Geschwindigkeit, mit der die Farbstoffe in den 
einzelnen Proben entstehen, ist abhangig von der Menge des vorhandenen 
Plasmalogens; stets aber erscheint der Farbstoff in dem sublimat- 
haltigen Glase sehr viel friiher als in dem sublimatfreien. Auf diesen 
Unterschied kommt es bei einer scharfen Erkennung des Plasmalogens 
an; zu einer Plasmalreaktion mit Plasmalogen gehéren also stets zwei 
Proben. Versetzt man Serum nur mit Saure, laBt iiber Nacht stehen 
und gibt dann fuchsinschweflige Saure hinzu, so entsteht der Farbstoff 
schnell, etwa in derselben Weise, als ob das Serum mit sublimathaltiger 
Salzsiiure versetzt und dann sofort mit dem Reagens vermischt worden 
wire. Das Sublimat und die Saure wirken eben in bezug auf das 
Manifestwerden der Aldehydgruppe in gleicher Weise, aber verschieden 
schnell. 

Bisher gab es in der Biochemie der héheren Tiere nur zwei Stoffe, 
welche mit der fuchsinschwefligen Saure unter Farbstoffbildung re- 
agieren kénnen, naimlich die Thymonucleinsdure, wenn aus ihrem Molekiil 
durch milde Saiurewirkung die Purinkérper abgespalten worden waren 
(Nuclealreaktion, Nuclealfarbung), und der Acetaldehyd. Beide kommen 
hier nicht in Betracht. Der Acetaldehyd ist ein Stoffwechselprodukt, 
das zwar in tierischen Geweben entsteht, aber nur intermedidr, so dab 
es des .,Abfangverfahrens“ bedarf, um seiner habhaft zu werden 
(C’. Neuberg), und wenn Acetaldehyd auch von Stepp und Feulgen 
aus dem Harn isoliert worden ist, so kommt er doch nur in so geringen 
Mengen vor, daB er nicht unmittelbar mit fuchsinschwefliger Saure 
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nachgewiesen werden kann; das gleiche gilt fiir Blut. Ganz abgesehen 
davon ist der Farbton des aus Acetaldehyd und der fuchsinschwefligen 
Saure entstehenden Farbstoffs ganz verschieden von dem bei der 
Plasmalreaktion entstehenden; er ist viel rotstichiger, wahrend der aus 
Plasmal und der fuchsinschwefligen Saure entstehende Farbstoff aus- 
gesprochen blaustichig ist. Die Differentialdiagnose zwischen Plasmalogen 
und der Thymonucleinsaure ist leicht mit vollkommener Eindeutigkeit 
zu stellen; sie liegt schon in dem Wesen der ,,Plasmalreaktion’ be- 
griindet; denn Sublimat ist nicht imstande, die Thymonucleinsdure so 
zu verandern, daB mit fuchsinschwefliger Saure unter Farbstoffbildung 
reagierende Gruppen frei wiirden. Durch Sauren werden allerdings aus 
der Thymonucleinsiure solche Gruppen frei, wenn auch weniger leicht 
als aus Plasmalogen, und das ist auch der Grund, weshalb zur Erkennung 
des Plasmalogens Sublimat zum Freimachen jener Gruppen verwandt 
wird 

Aus den mitgeteilten Uberlegungen und Befunden ziehen wir den 
SchluB, daB auch im Serum Plasmalogen vorkommt 

Die Intensitat der Reaktion war bei verschiedenen Seren verschieden 
groB, doch soll hierauf erst spaiter an Hand einer inzwischen von Feulgen 
und /mhduser') ausgearbeiteten Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Plasmalogens im Serum eingegangen werden, es sei aber schon jetzt 
mitgeteilt, daB die Plasmalreaktion mit Nahelschnurblut sehr viel 
schwiacher ausfiel als mit Placentablut. 

Die Stromata der roten Blutkérperchen, dargestellt nach Pascucci *), 
gaben ebenfalls eine starke Reaktion 

Ganz auBerordentlich intensiv fiel die Plasmalreaktion aus in 
einer Probe dicken gelben Hiters (aus einem Empyem der Gallenblase 
gewonnen). Es war dies die starkste bis jetzt an Kérperfliissigkeiten 
beobachtete Reaktion. Schon beim EinflieBenlassen der fuchsin- 
schwefligen Saure entstand die violette Farbe. Eine getrennte Unter- 
suchung von Eiterkérperchen und Eiterserum zeigte, daB das Plasmalogen 
vorwiegend in den zelligen Bestandteilen des Eiters enthalten ist 

Fruchtwasser war in zwei Fallen deutlich positiv, Liquor cere 
brospinalis aber und Kammerwasser des Auges negetiv. Desgleichen 
haben wir beim Harn eine positive Reaktion noch nicht beobachten 
kénnen, auch nicht, als Harn im Vakuum eingeengt war. Bei Hiihner 
eiern gibt das Weife nur eine sehr schwache Reaktion, wahrend das 
Eigelb reich an Plasmalogen ist. Milch gibt eine deutliche Plasmal 
reaktion, wobei ein wesentlicher Unterschied zwischen Frauen- und 
Kuhmilch nicht aufgefallen ist. Colostrum ist sehr viel reicher an 


!) Diese Zeitschr. 181, 30, 1927. 
2) Pascucci, Hofmeisters Beitr. 6, S. 546 
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Plasmalogen als Milch, und so scheint es, daB K 6rperfliissigkeiten dann 
besonders reich an diesem Stoff sind, wenn sie viel zellige Elemente 
enthalten (s. oben beim Eiter), und daB in solchen Fallen das Plasmalogen 
vorwiegend in den Zellen sitzt. Kd6rperfliissigkeiten, welche zellarm 
sind, kénnen dann reich an Plasmalogen sein, wenn sie auch eiweibreich 
sind; denn das Plasmalogen ist an sich in Wasser unléslich, kommt in 
Fliissigkeiten also kolloidal gelést vor und bedarf zu seiner stabilen 
Suspension wohl eines Schutzkolloids. Daher kann Serum erhebliche 
Mengen von Plasmalogen enthalten, Cerebrospinalfliissigkeit und 
Kammerwasser dagegen nicht, und so ist es auch wohl zu erklaren, 
daB Speichel zwar eine deutliche Reaktion gibt, daB aber hier die Farb- 
stoffbildung und damit das Plasmalogen auf die zelligen Bestandteile 
beschrankt ist. 

















Das Lithiumeitrat als allgemeines koagulationshemmendes 
Mittel in der minimetrischen Blutuntersuchung. 
Zugleich ein Beitrag 
zur Systematisierung der Blutmikroanalyse. 


Von 
G. De Toni. 


(Aus dem Laboratorium des stédtischen Kinderspitals ,,Cesave Arrigo“ 
zu Alessandria, Italien.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1926.) 


Die Anzahl der Mikromethoden, die uns gestatten, die Schwan- 
kungen der meisten organischen und anorganischen Blutbestandteile — 
bei normalen oder pathologischen Zustéanden — selbst im Verlauf 
experimenteller Versuche mit geniigender Genauigkeit festzustellen, 
ist heutzutage sehr grof 

Es stehen uns bereits zwei brauchbare analytische Methoden zur 
Verfiigung: die erste verdankt man Folin und Wu (1); sie erméglicht, 
die wichtigsten organischen Blutbestandteile zu ermitteln; die zweite 
wurde von Kramer und Tisdall (2) ausgearbeitet und erlaubt die Be 
stimmung der meisten anorganischen Stoffe 

Verwendet man beide Methoden zur Untersuchung desselben 
Blutes, so laBt sich iiber dessen chemische Zusammensetzung ein ziemlich 
vollstandiges Bild gewinnen (3). 

Ich beschaftige mich seit einigen Jahren mit diesen zwei Verfahren, 
die ich gleichzeitig zum Studium der chemischen Konstitution des 
kindlichen Blutes verwende. 

Bekanntlich ist bei der Folin-Wuschen Methode Oxalatblut er- 
forderlich, wihrend bei der Bestimmung nach Kramer-Tisdall koagula- 
tionshemmende Stoffe nicht zu verwenden sind; das Blut soll sofort 
mit destilliertem Wasser hamolysiert und abgewogen werden. Diese 
Operationen sind selbstverstandlich auBerst unbequem und zeitraubend ; 
erstens muB der Blutspender stets in der Nahe des Laboratoriums 
sein, was in der Praxis nicht immer méglich ist; zweitens erhalt man 
am Ende der Berechnung Werte, die nicht auf das Blutvolumen, sondern 
auf das Gewicht bezogen werden und infolgedessen nicht ginzlich mit 
denen von Folin-Wu zu vergleichen sind. SchlieBlich méchte ich noch 
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bemerken, daB man bei der Blutgewinnung nicht immer weib, eine 
wie grobe Blutmenge erhalten werden kann. So resultierte mitunter 
bei meinen Versuchen eine nur fiir das eine Verfahren ausreichende 
Blutmenge und eine zu geringe fiir das andere. 

Alle diese Schwierigkeiten wiirden natiirlich wegfallen, wenn es 
gelinge, eine blutgerinnungshemmende Substanz zu finden, bei deren 
Anwendung die Bestimmung der organischen und anorganischen 
Einzelbestandteile ungestért bliebe. 

Ein derartiger Stoff darf selbstverstindlich weder ein Ammonium. 
noch ein Natrium- noch ein Kaliumsalz sein, da dann die Bestimmung 
des Reststickstoffs bzw. der beiden eben erwaihnten Metalle falsche 
Werte liefern wiirde. Auch die Verwendung eines Oxalats ist wegen 
der Ausfillung des Calciums nicht méglich. 

Von diesen Erwigungen ausgehend, habe ich das Lithium, das 
als Oxalat bereits von Folin verwendet worden ist (4), in Betracht 
gezogen; ich habe Versuche mit Lithiumfluorid und Lithiumcitrat 
angestellt, schlieBlich letzteres vorgezogen. 

Das dreibasische, zitronensaure Lithium ist im Handel erhaltlich ; 
man kann es sich aber selber ganz leicht auf folgende Weise darstellen: 

In einen groGen Becher gibt man 10g reines Lithiumcarbonat, 20 ¢ 
reine Citronensaure und 150 bis 200 cem heiGes destilliertes Wasser, verriilirt 
alles langsam und vorsichtig, verdampft bis zur Trockne und bewahrt es 
in gut verschlossener Flasche auf. 

Soviel ich weiB, ist dieses Salz in der Mikromethodik bisher noch nicht 
verwendet worden. Bei einigen Vorversuchen konnte ich feststellen, dab 
14 mg des neutralen wasserfreien Salzes ausreichen, um die Gerinnung von 
10 ccm Blut zu verhindern. In der Praxis ist es vorteilhafter, sich einer 
etwas gréBeren Menge zu bedienen, jedoch 20 mg nicht zu iiberschreiten, 
weil ein Uberschu8 von Citraten (wie auch andererseits von Oxalaten) die 
Harnstoffbestimmung stért. 

Bevor ich die Ergebnisse meiner Versuche mitteile, will ich noch 
erértern, ob der Gebrauch eines alkalischen Citrats im allgemeinen 
die Bestimmung des Calciums gestattet. 

Bei Zusatz eines Citrats zum Blute bildet sich eine Form des 
zitronensauren Kalks, die nicht ausfillt, sondern in Lésung bleibt 
[Sabbatani (5)]. Diese bekannte Tatsache veranlaBte einige Biochemiker, 
das Citratblut fiir die Calciumbestimmung auszuwihlen. Ich erwihne 
z. B. Jansen (6), nach dessen Methode das Citratblut verascht und 
nachher das Calcium titrimetrisch bestimmt wird. 

Gegen eine derartige Methode 1aBt sich theoretisch kein Einwand 
erheben; das gleiche gilt aber nicht fiir die Methode von Denis (7), die 
schon von Denis und Talbot (8) angewandt wurde; bei diesem Ver- 
fahren wird zum Citratblut direkt das Ammoniumoxalat hinzugefiigt 
und nachher das ausgefallene Calciumoxalat in iiblicher Weise bestimmt. 
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Diese Methodik wurde bereits von Aramer, Tisdall und Howland (9) 
einer Kritik unterzogen; meines Erachtens mit vollem Rechte, da _ bei 
Gegenwart eines alkalischen Citrats die Ausfallung des Calciums dureh 
Oxalsalze niemals vollstandig ist (Sabbatani). Beide Anionen stehen in 
Konkurrenz gegeniiber dem Calcium. Selbst nicht bei Zusatz des Oxalats 
in gréBtem Uberschu8 ist man sicher, das Caletum quantitativ auszufallen. 


Diese Einwande fallen aber fort, wenn man ein alkalisches Citrat 
bei der Aramer-Tisdallschen Methode anwendet, weil bei dieser das 
hamolysierte Blut mit Trichloressigsiure behandelt, das eiweiBfreie 
Filtrat eingedampft und schlieBlich der Riickstand mit verdiinnter 
Salzsiure versetzt wird. 

Das Calcium wird in dieser schwach sauren Ausgangslésung mit 
Ammoniumoxalat ausgefallt. Wahrscheinlich bleibt in einem derart 
sauren Milieu die schwache Citronensiure nicht mehr an das Calcium 
gebunden, so daB dieses Metall quantitativ ausgefallt wird 

Meines Erachtens liegen also keine theoretischen Bedenken vor 
ein alkalisches Citrat anzuwenden, um die Blutgerinnung bei der Aus 
fiihrung der Methode nach Kramer-Tisdall zu verhindern 

Im folgenden gebe ich einige Protokolle der von mir ausgefiihrten 
Versuche wieder. Zu bemerken ist, dab die urspriingliche Methode 
von Kramer-Tisdall insoweit etwas abgeindert wurde, als ich der 
gravimetrischen Natriumbestimmung die viel genauere und weniger 
zeitraubende Kramer-Gittlemannsche titrimetrische Methode (10) vor 
gezogen habe. Ebenso wurde das Magnesium bei Ausfiihrung der 
Briggsschen Methode (11) ermittelt, welche bessere Ergebnisse als 
die Bestimmung nach Kramer und Tisdall zeitigt. 


Fiir die Kaliumbestimmung gebrauchte ich 0,01 n Permanganatlésung 
an Stelle der 0,02 n Lésung. Zur Calciumbestimmung verwandte ich 5 cum 
der Ausgangslésung anstatt 4 ccm, um nicht, wie bei der urspriinglichen 
Methode, einen Teil unbenutzt zu lassen. Selbstverstandlich wurden auch 
die Berechnungen der Calcitum- und Magnesiumwerte entsprechend modi- 
fiziert. SchlieBlich bestimmte ich auch den Phosphor in 5 cem des eiweib- 
freien Filtrats nach der Methode von Bell-Doisy- Briggs. Ich bediente mich 
eines Kolorimeters nach Dubosgq. 


I. Protokoll. 


C.G., gesunder Knabe, 5 Jahre alt, 21. September 1926. Blut- 
gewinnung im niichternen Zustande. Ein Teil des Blutes wird sogleich 
aus einer graduierten NSpritze in einen 50 ccm fassenden gewogenen Kolben, 
der 25 ccm destilliertes Wasser enthalt, unter langsamer Bewegung hinein- 
gegossen und wieder abgewogen. Das Gewicht des Blutes betriigt 5,825 g. 
Ein anderer Teil des Blutes wird so rasch wie méglich in ein trockenes 
Reagenzglas gegeben, in das zuvor eine geniigende Menge feinpulverisierten 
neutralen Lithiumcitrats gebracht worden war. Um gleiche Bedingunyen 
zu erzielen, wird ein Teil dieses Citratbluts in einen MeBkolben gegossen 
und abgewogen. Das Gewicht betragt 5,614g. Auch dieses Citrathblut 
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wird wie oben hiamolysiert. Nach EnteiweiBung beider Blutproben mit 
Trichloressigsiure und Filtration dureh aschefreie kleine Filter [9 em 


Durchmesser'!)] werden zwei wasserklare Filtrate erhalten, von denen je 


5 cem fiir die Phosphorbestimmung gewonnen werden. Der Rest wird mit 
volumetrischen Vollpipetten in zwei Porzellanschalen gebracht und auf dem 
Wasserbad eingedampft. Das Volumen beider Filtrate betragt 34 cem. 


Anorganischer Phosphor. 


A. Citratblut. Die Vergleichslésung wird auf 20 eingestellt; fiir die 
unbekannte Lésung wird 22,3 gefunden (Mittelwert von zehn Ablesungen). 
Die Berechnung ergibt: 4,8l mg P auf 100g Blut. 


B. Citratfreies Blut. Die Vergleichslésung wird auf 20 eingestellt; fiir 


die unbekannte Lésung wird 21,3 (Mittelwert von zehn Ablesungen) ge- 
funden. Die Berechnung ergibt: 4,82 mg P auf 100g Blut. 


Natrium. 
; pa ; 34 - 

A. Citratblut. Die Vorberechnung ergibt 5,614 > 50 3.817 g¢ Blut, 
die den 10cem der Ausgangslésung entsprechen. Durch Multiplikation 
mit 0,4 bzw. 0,02, 0,5 oder 0,3125 wird diejenige Menge Blut erhalten, 
die bei der Natrium- bzw. Kalium-, Calcium- und Magnesiumbestimmung 
angewandt worden ist. Im vorliegenden Falle betragt das Gewicht des 
Blutes 1,527 g. In die Reaktion treten 2,53 ccm einer 0,01 n Natrium- 
thiosulfatlésung ein (Faktor 1,035). Die Berechnung ergibt 197 mg Na 
auf 100g Blut. 

B. Citratfreies Blut. Bej der Vorberechnung erhalt man 3,961 g Blut, 
von denen 1,584 g¢ zur Natriumbestimmung verwendet werden. Es treten 
in die Reaktion 2,64 ccm Natriumthiosulfatlésung ein. Die Berechnung 
ergibt 198 mg Na auf 100¢ Blut. 


Kalium. 


A. Citratblut. Nach Abrechnung des Farbenerzielungsfaktors bleiben 
1.8leem der 0,01n Kaliumpermanganatlésung iibrig; das entspricht 
0.128 me K. Die Blutmenge betrigt 0,076 g. Die Berechnung ergibt 
168mg K auf 100g Blut. 

B. Citratfreies Blut. Es bleiben 1,95 cem Permanganatlésung iibrig; 
das entspricht 0,138 mg K. Das Gewicht des Blutes betriagt 0,079 g. Die 
Berechnung ergibt 174mg K auf 100¢ Blut. 


Calcium. 


A. Citratblut. Nach Abzug des Farbenerzielungsfaktors — bleiben 
0,87 ccm der 0,01 n Permanganatlésung iibrig; das entspricht 0,174 mg Ca. 
Das Gewicht des Blutes betrigt 1,908 g. Die Berechnung ergibt 9,1 mg Ca 
auf 100g Blut. 


1) In der Originalvorschrift von Kramer und Tisdall wird geraten, 
die Fliissigkeit zu zentrifugieren; die Lésung bleibt aber hierbei manchmal 
nicht ganz klar. Ich ziehe die Filtration durch kleine aschefreie Filter vor 
(Schleicher und Schiill); der Trichter muB mit einem Uhrglas bedeckt werden. 
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hb. Citratfreies Blut. Es bleiben 0,93 cem Permanganatlésung, ent- 
sprechend 0,186 mg Ca. Das Gewicht des Blutes 1.98 ¢. Die Berechnung 


ergibt 9,4 me Ca auf 100¢ Blut. 


Magne sium. 


A. Citratblut. Vergleichslésung auf 20 eingestellt, unbekannte Lésung 
(Mittelwert wie oben) 19,2. Blutgewicht 1193 ¢. Berechnung 4.1 mg 
Mg auf 100¢ Blut. 

B. Citratfreies Blut. Vergleichslésung auf 20 eingestellt. unbekannte 
Losung (Mittelwert) 17,4. Blutgewicht 1238 ¢. Berechnung: 4.3 mg 
Mg auf 100¢ Blut. 


Il. Protokoll. 


P. D., Knabe, 11 Jahre alt. 24. September 1926. Blutgewinnung und 
Bearbeitung wie oben. Das Gewicht des Citratblutes betrigt 5,965 ¢; 
das Filtrat, das eingedampft wird, 35ccm. Das citratfreie Blut wiegt 


5,063 g, das Volumen des gleichfalls eingedampften Filtrats betrigt 34 ccm. 


Anorganische r Phosphor. 


A. Citratblut. Vergleichslésung auf 20 eingestellt, unbekannte Lésung 
(Mittelwert aus zehn Ablesungen) zeigt 18.3. Die Berechnung ergibt 5,5 mg 
P auf 100g Blut. 

B. Citratfreies Blut. Vergleichslésung auf 20 eingestellt, Mittelwert 
der unbekannten Lésung 20.9. Berechnung: 5,8 mg P auf 100 ¢ Blut. 


Natrium. 


A. Citratblut. Die Vorberechnung ergibt 3,937 ¢; zur Natrium- 
bestimmung werden also 1,575 ¢ Blut verwendet, bei der Reaktion treten 
2.20 cem Thiosulfatlésung ein. sJerechnung: 166mg Na auf 100g Blut. 


B. Citratfreies Blut. Die Vorberechnung ergibt 3,443 g; zur Natrium- 
bestlmmung werden also 1,377 g verwendet. In die Reaktion treten 1,95 cem 
der Thiosulfatlésung ein. Berechnung: 168 mg Na auf 100¢ Blut. 


Kalium. 

A. Citratblut. Nach Abrechnung des Farbenerzielungsfaktors bleiben 
2cem der Permanganatlésung iibrig; das entspricht 0,142 mg K. Das 
Gewicht des Blutes betraigt 0,0787 ¢. Berechnung: 180 mg K auf 100 g Blut. 

B. Citratfretes Blut. Es bleiben 1,82 ccm Permanganatlésung, was 
0,129 mg K entspricht. Gewicht des Blutes 0,0689 g. Berechnung: 
187 mg K auf 100g Blut 


Calcium. 


A. Citratblut. Nach Abzug des Farbenerzielungsfaktors bleiben 
0.99ccm Permanganatlésung; das entspricht 0,198 mg Ca.  Blutmenge 

1968 ¢. Man erhadlt 10,1 mg Ca auf 100¢ Blut. 

B. Citratfreies Blut. Es bleiben 0,91 cem Permanganatlésung, ent 
sprechend 0,182 mg Ca. Blutmenge = 1,72g. Man erhalt 10,6mg Ca 


auf 100¢ Blut. 
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Magnesium. 


A. Citrathlut. Vergleichslésung auf 20 eingestellt; Mittelwert der 
unbekannten Lésung 22,5. Blutgewicht 1.23 ¢. Die Berechnung ergibt 
3.4mg Mg auf 100g Blut. 


B. Citratjreies Blut. Vergleichslésung auf 20 eingestellt; Mittelwert 


der unbekannten Lésung 24.4. Blutgewicht 1076¢. Die Berechnung 


ergibt 3,6mg Mg auf 100¢ Blut. 


Die Ergebnisse meiner Versuche sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gefaBt. 





Tabelle. 
Ordnungs- Anorg.P Natrium Kalium Calcium Magnesium 
zahl der Blut 
Versuche in Milligrammen auf 100g Blut 
| mit Lithiumcitrat ver- 
l a 4.31 197 168 9.1 4.1 
| ohne Lithiumceitrat . 4.82 198 174 9.4 4.3 
| mit Lithiumcitrat ver- 
2 ee ee 55 166 180 10,1 3.4 
ohne Lithiumcitrat . 5.8 168 187 10.6 3.6 


Die Unterschiede zwischen den Werten bleiben innnerhalb der Fehler- 
grenzen, welche mir die Erfahrung in den einzelnen Methoden festzustellen 
erlaubt hat. 

Es ist wohl besonders bemerkenswert, daB die Natriumwerte am 
besten iibereinstimmen; die chemische Verwandtschaft zwischen 
Lithium und Natrium ist ja bekannt. Diese Ergebnisse sind auch ein 
erneuter Beweis fiir die Genauigkeit der Natriumbestimmung nach 
Kramer-Gittleman, die ich fiir eine der sichersten und vortrefflichsten 
Methoden in der ganzen Mikroanalyse halte. 

Mit den oben angefiihrten Versuchen glaube ich das Problem 
eines allgemeinen gerinnungshemmenden Mittels gelést zu haben. Es 
ist vielleicht angebracht mitzuteilen, in welcher Weise die einzelnen 
Bestimmungen ausgefiihrt worden sind. um mit der kleinsten Blutmenge 
zu arbeiten, dabei aber auch die sichersten Ergebnisse zu erzielen. 

Die optimale Citratblutmenge, durchaus geniigend fiir alle 15 Be- 
stimmungen, betrigt 17 bis 18 com. von denen 10 ccm nach Folin-Wu 
und 7 bis 8cem nach Kramer-Tisdall enteiweiBt werden. 


Der Proteinniederschlag, der bei der Filtration nach Folin-Wu 
erhalten wird, wird in der von mir angegebenen Weise (13) zur Cholesterin- 
und Lecithin-(Phosphorlipoid-) bestimmung verwendet. Das eiweib- 
freie Filtrat dient fiir folgende acht Bestimmungen: |. Reststickstoff 
(ich ziehe der Folin-Nessler-Methodik die exaktere titrimetrische Be- 
stimmung nach Pregl vor (14), 2. Harnstoff [nach Pinewssen (15)]. 
3. Aminosiuren [Folin (16)], 4. Harnsiure [am besten nach Benedict (17)}, 
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5. Kreatinin (Folin und Wu), 6. Kreatin (Folin- Wu), 7. Traubenzucker 
Folin-Wu). 8. Chloride [ Whitehorn (18)}. 

Mit dem Filtrat nach Kramer-Tisdall wird die Bestimmung des 
Phosphors, Natriums. Kaliums, Calciums und Magnesiums in der oben 
angefiihrten Weise ausgefiihrt Bei unzureichender Blutmenge mub 
man natiirlich auf einige Bestimmungen der einen oder anderen Gruppe 
verzichten 


Literatur. 
1) O. Folin und H. Wu, Journ. of biol. Chem. 88, 8], 1919; 41, 367, 
1920 2) B. Kramer und F.F. Tisdall, ebendaselbst 48, 223, 1921. 
3) G. De Toni, La Clinica Pediatrica 8, 449, 1926. 4) O. Folin, Journ. 
ot biol. Chem. 54, 153, 1922. 5) L. Sabbatani, Arch. italien. de Biol. 36, 


H. 3, 1901: 48, 1905; Atti della R. Acead. d. Scienze di Torino 86, 18 nov. 
1900; Memorie della R. Accad. d. Scienze d. Torino 51, 26. Mai 1901; 54, 


1904. 6) W. H. Jansen, H. 8. 101, 176, 1918. 7) Denis, Journ. of biol 
Chem 41, 363, 1920 8) Denis und Talbot, Amer. Journ. of Dis. of Child. 
21, 29, 1921. 9) Kramer. Tisdall und Howland, ebendaselbst 22, 560, 
1921. 10) B. Kramer und J. Gittleman, Journ. of biol. Chem. 62, 353, 
1924. 11) A. P. Briggs, ebendaselbst 59, 255, 1924. 12) R. D. Bell 
und FE. A. Doisy, ebendaselbst 44, 55, 1920; Briggs, ebendaselbst 53, 13, 
1922; 59, 255, 1924. 13) G. de Toni, Journ. of biol. Chem. 70, 207, 1926. - 
14) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 8.113. Berlin, 
Springer, 1923. 15) L. Pincussen, Mikromethodik, S. 95. Leipzig, Thiene, 
1925. 16) O. Folin, Journ. of biol. Chem. 51, 377, 1922. 17) S. R. 
Benedict, ebendaselbst 52, 187, 1922. 18) J. C. Whitehorn, ebendaselbst 
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Zur Kenntnis der Kinetik der Carboxylasewirkung. 
Von 
Erik Hiigglund und Truls Rosenqvist. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie Abo.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1926.) 
Mit | Abbildung im Text 


Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen iiber die alkoholische 
Garung haben wir die Spaltung der Brenztraubensiure mit Hefesaft 
bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration studiert. Um _ solche 
Versuche ausfiihren zu kénnen, erwies es sich zunichst als notwendig, 
einen méglichst wirksamen Saft zu bekommen. In einer vorhergehenden 
Arbeit!) wurde bereits die Methodik kurz erwihnt. Wir berichten hier 
eingehender dariiber. 

30¢ Trockenhefe werden mit 90 cem wiisseriger Na, H PO,-Lésung 
und 0,9 cem Toluol versetzt und dann in einem Thermostaten bei 30° 
wahrend 4 Stunden dauernd geschiittelt. Der Saft wird abgenutscht, wobei 
zweckmaBig das Filtrierpapier auf einer Stoffunterlage ruht. Im Verlaut 
einer Stunde wurden etwa 55 cem Saft erhalten. Unter Umstanden ist es 
notwendig, den Saft durch Zentrifugieren zu klaren. 

Die Abhangigkeit der Girkraft des Saftes von der Phosphat- 
konzentration ist unten tabellarisch zusammengestellt. 

Bei jedem Garversuch wurden 5 ccm Saft auf ein Gesamtvolumen 
der Garfliissigkeit von 25 ccm verwendet. Die Garungen wurden in 
100-cem-Glaskolben, die mit Tropftrichter versehen waren, ausgefiihrt 
Im tibrigen wurde dieselbe Apparatur wie in unseren friiheren Ver- 
suchen benutzt. 

Der auf 30° vorgewirmte Hefesaft wurde durch den Tropftrichter 
in die Garlésung eingetragen, hierbei setzte die Kohlensiureentwicklung 
sofort ein. 

Die py-Bestimmung wurde mit Indikatoren ausgefiihrt, da die 
elektrometrische Methode, wie schon friiher angegeben wurde, nicht 
angewandt werden kann. Wie wir friiher nachgewiesen haben, hat die 
Carboxylase ein recht flaches py-Optimum bei pa = 5 bis 6. Um die 
Spaltung der Brenztraubensiure bei méglichst derselben Wasserstoff- 


') BE. Hdgglund und L. Ahlbom, diese Zeitschr. 181, 158, 1927. 
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ionenkonzentration ausfiihren zu kénnen, wurde die Lésung mit 
Phosphat stark gepuffert, da es sich erwiesen hatte, dab diese keine 
Kinwirkung auf die Spaltung ausiibt. Das ergibt sich aus folgendem 
Versuch. 
3ccem Hefesaft aus trockener Unterhefe mit 0,45 mol. Na,HPO, 

Lésung extrahiert. 22 com Phosphat-Brenztraubensiuremischung 

Versuch 1. Phosphatkonzentration . ... . . 0.33 mol. 

Brenztraubenséurekonzentration . . 0,09 
Versuch 2. Phosphatkonzentration . . . . . . 0,15 mol. 


Brenztraubensaéure. ....... 0,09 





Zeit in Minuten 
”) ao 
ccm Kohlensaure 
12.8 
10.3 


13,8 
10,1 


12.9 i, 28,2 33,5 7, 417 
10,8 » 21, 25,1 27,4 42.5 


Die Kursivziffern geben die Kohlensiuremengen an, die nach 
dem Anséuern der Garlésung mit Schwefelsaure (also die Gesamtmenqe 
der Kohlensaure) erhalten wurden. 

Die Ursache, weshalb die direkt entweichenden Mengen Kohlen 
siure in den Versuchsreihen 2 geringer sind als in den Reihen 1 beruht 
zweifellos auf der  starkeren Verschiebung der Wasserstoffionen 
konzentration, dadurch wird ein Teil der Kohlensaure zuriickgehalten 
Dies wurde auch durch Feststellung der H -lonenkonzentration, nach 
Beendigung der Girung, bestatigt. Diese betrug in 1 entsprechend 
Pu 6,3 und in 2 entsprechend py 6,8. Auf Grund unserer Messungen 
iiber den Verlauf der py-Aktivitatskurve fiir Carboxylase tritt schon 
bei letzterer Reaktion eine merkbare Hemmung der Carboxylase- 
wirkung ein. DaB nichtsdestoweniger die nach 60 Minuten nach An 
siuerung erhaltenen Zahlen praktisch gleich groB sind, beruht darauf 
daB die Girung dann in beiden Fallen beendet ist; bei 40 Minuten 
Gardauer merkt man den Unterschied aber deutlich 

Die Phosphatkonzentration ist fiir die Saftbereitung von erheb 


licher Bedeutung, wobei es weniger auf die Phosphationenkonzentration 
als auf die Aufrechterhaltung der Alkalinitét der Lésung ankommt 
Sauer reagierendes Phosphat wirkt auf die Extraktion nicht be 
giinstigend. Statt Na, H PO,-Lésung kénnen andere alkalisch reagierende 
Lésungen, wie Glykokoll-Natriumhydroryd, benutzt werden Aus 


folgenden Zahlen geht dies hervor: 
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75g lebender Unterhefe wurden mit 40 cem Glykokoll-Natrium- 
hvdroxydlésung von der fiinffachen Starke, wie S. P. L. Sérensen*) fiir 
die betreffende Puffermischung angibt, in der angegebenen Weise 
extrahiert. Nach 4 Stunden war die py 6,4. Mit diesem Safte wurden 
folgende Girversuche ausgefiihrt. 

Ansatz. 5cem Saft + 5cem 3n Na-Acetat + 15 cem 0.15 mol. Brenz 
traubensiure. 





Zeit in Minuten 
5 10 15 25 » 35 55 60) 


ccm Kohlensaure 


Versuch Il... 9.9 17,1 22.6 314 35.7 39.1 41.4 41.4 
Versuch 2... 9.1 16.4 22.1 30.7 34.8 37.8 40.8 41.0 


Die Abhangigkeit der Wirkung des Hefesaftes von der Phosphat- 
konzentration ergibt sich aus folgender Tabelle. 


Ansatz. Wie friiher 25ccm Fliissigkeitsvolumen, 0,09 mol. in bezug 
auf Brenztraubensadure und 0,5 mol. in bezug auf Phosphat, sofern keine 
andere Konzentration angegeben wird. In allen Versuchen 5 ccm Hefe- 
saft mit Ausnahme von Versuch 9, in dem 3 cem Saft angewandt wurden. 
Garung bei 30°. 





Versuchs-Nr.: 1 2 3 4 5 6 r 8 9 to 11 
Kohlensaure in ccm 


Phosphatkonzen- 

tration bei der 

Extraktion mol. 0 O11 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 045 050 10 
Phosphatkonzen- 

tration bei der 


Garung molar . 05 05 033 04 034 05 036 033 033 05 O05 
Na-Acetatkonzen- 
tration molar . — - - 009 — 009 - 
Zeit 
5’ 20 7.3 — 82 93\|;— 130 94 104 65 
10 4.0136 18.5 15.2 16.8 20.9 220 188 128 18.5 13.0 
15 56.6186 — 200 223 — 288 264 - 24.7 17.0 
20 7,1 22,7 27,8 (24.6 27.0 32.4 33.3 32.5 25.7 30.1 20.0 
30 9,7 29.6 35,3 32.3 34,7 39.2 37.8 42.5 - 39,1 24.8 
40 11.9 35.6 39.2 36.7 37.4 43.2 39.3 45.2 394 448 
ee a5 We? 3 es 6160 64 62 62 57 68 59 64 60 68 


Durch Vergleich der Versuchsreihen 1, 2, 6 und 10, in denen die 
Phosphatkonzentration wahrend der Girung dieselbe war, die Phosphat- 
konzentration sich aber bei der Hefeextraktion zwischen 0 und 0,5 mol. 


') Diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 
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bewegte, ergibt sich, dab die optimale Wirkung der Phosphatkonzentra- 
tion fiir die Extraktion 0.30 bis 0.35 mol. war. Die Wirkung dieses 
Saftes ist etwa viermal so grob wie die des durch Wasserextraktion 
erhaltenen 

Wir haben auch versucht, aus Trockenoberhefe einen girkraftigen 
Hefesaft zu erhalten. Das ist auch gelungen. Aus lebender Oberhefe 
gelang dies zwar nicht, wahrend lebende Unterhefe einen guten Saft 
lieferte. Es ist bemerkenswert, daB es uns nicht médglich war, aus 
Acetonhefe von Ober- und Unterhefe einen Saft zu erhalten, der Brenz 
traubensiure spaltete 

In der folgenden Tabelle ist eine Zusammenstellung von Girungen 


mit verschiedenen Saften gegeben 





Ansatz. Scem Saft in 25 cem Lésung. 0,09 mol. in bezug auf Brenz- 
traubenséure und 0,33 mol. in bezug auf Natriumphosphat. py ~ 64 
nach beendeter Garung. 

Phosphat- 
konzentration 10 an x) “0 0) ow 
Hefe 
bei Extraktion 
molar 
Kohlensaure in ccm 
Trockenunterhefe O15 18.5 27.8 35.3 30.2 39.9 30.0 
a o3o 20.9 324 39.2 300 40.1 
Lebende Unterhefe O15 13.4 22.2 28.5 32.9 36.6 38.7 
a 0,30 177 27.0 34.7 37.8 37.9 
Trockenoberhefe O15 S.4 144 18.6 22.2 25.5 27.9 
0.30 7.6 13.1 17.8 215 24.6 27.1 


Zwischen den Saften aus lebender Unterhefe und daraus her- 
gestellter Trockenhefe besteht kein wesentlicher Unterschied Aus 
trockener Oberhefe gewonnener Saft hat eine etwa halb so grobe Gir 
kraft wie der aus Unterhefe hergestellte. 

Die Tatsache, daB es durch Extraktion mit alkalisch reagierenden 
Mitteln gelingt, eine bedeutende Steigerung der Carboxylasemenge im 
Hefesaft zu erzielen, hat in dem Verhalten gewisser anderer Enzyme 
ihr Analogen. So fand R. Wiilstdtter und Mitarbeiter, daB Emulsin 
aus bitteren Mandeln und Peroxydase aus Getreidekeimlingen durch 
Wasser nur in geriiger, durch verdiinnte Alkalien aber in hoher Aus- 
beute extrahiert wird!) Nach Ansicht von R. Willstdtter sind die 
Enzyme in den Zellen vielfach durch Adsorption gebunden. Durch 
das Alkali werden aber die Adsorptionsaffinitaten aufgehoben. Dies 
scheint auch fiir Carboxylase, nach unseren Ergebnissen, der Fall 


zu sein. 


l) BR. Willstdtter und W. Csanyi. H. 117. 172. 1921: R W slistdtter 
und A. Pollinger: E. Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme, 8S. 79. Braunschweig 
1926. 
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Was die Kinetik der Carboxylasewirkung betrifft, so haben wir 


zunichst die Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedener Substrat- 
konzentration gemessen, wobei folgende Resultate erhalten wurden 


Ansdtze. 10 ccm Hefesaft, 0,25 mol. in bezug auf Phosphat. Brenz- 
traubenséiurelésung: 1 Mol. Brenztraubensaure 1 Mol. Na,HPO, im 
Liter; von der Lésung so groBe Mengen genommen, daB die Konzentration 
den unten angegebenen Zahlen fiir Brenztraubensiure entspricht, und daraut 
mit 1 mol. KH,PO,-Lésung auf 50 cem aufgefiillt. py 5,6. 


Temperatur 17°. 





Molare Konzentration der Brenztraubensaure 


Zeit 


in Minuten 05 03 0,08 0.05 0,03 0.01 


Kohlensaure in ccm 


2 LS 1.1 1.1 Be 
4 4,0 | 2,8 2.8 3.9 1.1 
6 6.0 5.5 5.2 4,7 60 2,2 
bad 77 7.2 7.1 6.6 pe | 3.3 
10 9,1 9.5 8.7 8.4 9.1 4.2 
12 10.5 10,1 10.5 4.8 
I4 12.0 12.0 12.1 §.3 
15 3.8 12.4 
20 155 17.6 15.4 15.7 15.5 6.0 
30 20,2 24.3 20.5 215 19.4 
40 24,4 29.7 24.9 27.3 
60 32.¢ 38.0 33.5 32,7 


Die Zahlen der erwaihnten Tabelle sind in der Abb. 1 graphisch 
dargestellt. Um bei méglichst gleicher Wasserstoffionenkonzentration 
zu bleiben, darf man nur den ersten Teil, etwa bis zu einer Zeit von 


0,01 molar 





Fait iim Minauteon 
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15 Minuten beriicksichtigen. Die Kurven verlaufen geradlinig, d. h. die 
Reaktion ist null-molekular. Was den EinfluB der Substratkonzentration 
betrifft, so bleibt die Kohlensiureentwicklung in weiten Grenzen 
davon unabhingig, so dab man den SchluB ziehen kann, dab die 
Affinitat zwischen Enzym und Substrat sehr groB sein mub. Erst bei 
einer Brenztraubensdurekonzentration entsprechend 0,01 mol. geht die 
Anfangsgeschwindigkeit deutlich zuriick. 

Auch haben wir untersucht, in welcher Weise die Reaktions 
geschwindigkeit von der Enzymmenge abhangig ist, und zwar fiir 
verschiedene Hefesifte Die Resultate sind in den nachstehenden 
Tabellen zusammengestellt 

insdtze. 25cem Gesamtvolumen in bezug auf 


Brenztraubensaure . . « « « 0,09 mol 
Pmeemmet . 5 . « « oA sar) cag A ac 





lrockenhefe aus Unterhefe Lebende Unterhefe lrockenoberhef« 


M t 0.15 mol Mit 0,30 mol Mit 0,15 mol. Mit 0,30 mol Mit 0,15 mol 
Phosphat extr Phosphat extr Phosphat extr. Phosphat. extr. Phosphat extr 


Sceom 3ccm 2com 5ecm 3ccm 2ccm S5cem 3com2ccem S5cem | 3ccm 2ecm S5eem 3ccm 2ccn 
Satt Saft Saft Saft Saft Saft Saft Saft Saft Satt Satt Saft Saft Saft Saft 


Zeit in Minuten 


Kohlenséiure in cem. 
5124 89 209 152112 13,4 93) 65 17.7124 94 84 59 3:8 
20.1 
? 


0.1 149 32.2 245 184 22.2 16.0 11.6 27.0 19.9 158 144 102 
26.3 19.8 39.2 31.8 23.6 28.5 21.0 15.5 34.7 25.9 20.8 18.6 13.3 
31.3 24.1 39.9 37.0 28.7 32.9 24.3 18.6 37.8 30,7 24.9 22.2 15.9 
34.9 27.5 39,1 32.3 36.6 27.9 21.2 37.9 34.6 28.0 25.5 18,7 
37.9 30.6 39.4 35.5 38.7 30.6 23.4 36.2 31.0 27.9 20.6 
Prozent gespaltener Brenztraubenséure 
31,0 22.3 52.5 38,0 28,5 344 23,8 16,7 46,6 32,7 24,7 21.0 1438 
50.3 37.3 805 61.3 46.0 57.0410 298 71.2 52.4 41.5 36.0 255 
65.8 50.0 98.0 79.5 59.0 73.0 54.0 40.0 91.4 68.0 55.0 46.5 33.3 24.0 
78.4 60.0 100 92.6 72.0 84.5 62.5 48.0 100) 81.0 65.6 55.5 40.0 28.8 
87.4 69.0 98.0 81.0 94.0 720 54.5 91.0 74.0 64.0 47.4 335 
95.0 765 Oo 89.0 100) 79.0 600 96.0 81.5 70.0 515 38.0 


Es ist ersichtlich, daB die Reaktionsgeschwindigkeit den Enzym- 
mengen nicht proportional ist. Wir werden darauf gelegertlich zuriick- 
kommen 











Ein Beitrag zur Mikrobiologie des Waldbodens. 


Von 


R. Bokor. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des botanischen Instituts der 
k. ung. Hochschule fiir Berg- und Forstingenieure in Sopron.) 


(Eingegangen am 14, Dezember 1926.) 


Gelegentlich der Untersuchungen, die Prof. Fehér im Sommer des 
Jahres 1926 auf der ékologischen Station Hallands Viaderé in Siid- 
schweden (Kattegat) beziiglich der CO,-Produktion des Waldbodens 
durchgefiihrt hat!), hat sich die Notwendigkeit ergeben, die Béden der 
drei zur Untersuchung gelangten Waldtypen auch mikrobiologisch zu 
untersuchen. Diese Aufgabe wurde mir von Prof. Fehér iibertragen. 

Die Bodenproben entstammen je einem Erlen-, Buchen- und 
Kiefernwald mittleren Alters, dessen CO,-Produktion sowie Luft- 
kohlensiuregehalt von Prof. Fehér durch lingere Zeit, vom 19. April bis 
ll. September 1926, beobachtet und mit den Lundegardhschen 
Apparaten gemessen wurde. Von den drei Typen sind der Buchen- und 
Kiefernwald auf Sand, der Erlenwald auf humusreichem Sumpfboden 
plaziert. 

Die Entnahme der Proben erfolgte am 10. September 1926, 5 Uhr 
nachmittags mittels steriler Glaser, die nach der Fiillung sogleich 
luftdicht verschlossen und nach Ungarn versendet und hier am 14. Sep- 
tember d.J. empfangen wurden. Die Untersuchung wurde dann 
sogleich in Gang gesetzt. Die bakteriologische Untersuchung erfolgte 
nach physiologischen Gruppen auf Grund des von mir erprobten Ver- 
fahrens, das die selektiven und elektiven Methoden gleichmaBig ver- 
einigt '). 

Die Resultate enthalt Tabelle 1. 

Wenn man nun die von mir gewonnenen Resultate mit den Daten 
der Kohlensaureproduktion?) des Waldbodens vergleicht, so gelangt 
man nach einigen Uberlegungen zu folgenden Resultaten. 


1) Fehér, diese Zeitschr. 180, 201, 1927. 
*) Bokor, Erdészeti Kisérletek (Forstliche Versuche 1926). 
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Tabelle I. 


Ergebnisse der bakte riologischen Untersuch ung dreier Bode nprobe n 
von Hallands Vdderé (Schweden). 


Keimzahlen pro Gramm feuchter Erde. 





Nr Biogene Eigenschaften Buchenwald Erlenwald Kiefernwald 
der Bodenbakteriengruppen (Humusboden) | (Humusboden) | (Sandboden) 
1 Reaktion des Bodens . . . méaéBig sauer sauer sauer 
2 Austauschaciditét py... . 5.2 4.0 4.2 
3 Aktive Aciditét py .... . 6.2 4.3 5,2 
4 Wassergehalt in Gew.-Proz. . 34 56 2,1 
5 Humusgehalt , “ . 42 8.6 05 
6 Auf Agarplatte gedeihend . . 5 500 000 3 200 000 1 650 000 
7 Auf Gelatineplatte gedeihend 6 000 000 2 500 000 1 300 000 
8 Anaerober Zuckeragar hoher 
ie 3 000 000 5 000 000 500 000 
9 Aerobe stickstoffbindende 
A a eee 10 “" “ 
10 Anaerobe stickstoffbindende 
rae 10 000 1000 100 
11 Nitrifizierende Bakterien . . . 10 10 “ 
12 Denitrifizierende Bakterien. . 10 000 10000 10 000 
13. Anaerobe cellulosevergarende 
ee ee 10 000 1000 1000 
14 Aerobe cellulosevergairende 
SN es (a cn oar ak <e. % 1000 100 1000 
15 Aerobe eiweibzersetzende 
I. ss ivy ca lal a ws 100 000 10 000 10 000 
16 Aerobe pektinvergirende Bakt. 100 000 10 000 10 000 
17 Anaerobe pektinvergirende 
ee cs kk cee ew es 1 000 000 100 000 10 000 
18 Harnstoffvergirende Bakterien 1 000 000 100 000 10 000 
19 Anaerobe Buttersaéurebacillen 1 000 000 100 000 10 000 
20 CO,-Produktion pro Std. und 
| ee ee ee ee 8,7 2,37 2.98 


Versuchsdauer vom 21. September bis 20. Oktober 1926. 


1. Die groéBte Intensitat der CO,-Produktion wird bei der gréBten 
Bakterienzahl erreicht. wenn zwischen diesen die aeroben Bakterien 
vorherrschen 


2. Es ist unbedingt notwendig, daB auch bei hoher Bakterienzahl 
der Boden gut durchgeliiftet wird und O in geniigender Menge erhilt 
Der sumpfige Erlenwald zeigt zwar hohe Bakterienzahl, aber der Wert 
der CO,-Produktion bleibt ungeniigend, weil infolge des relativ hohen 
Wassergehalts (56 Proz.) die anaeroben Bakterien vorherrschen 


3. Der Kiefernwaldboden ist reiner Sand. Dementsprechend sind 
hier die Verhaltnisse wesentlich anders geartet. Hier findet man ziemlich 
intensivere CQO,-Produktion bei relativ geringer Gesamtzahl der 
Bakterien. Dieser Umstand zeigt auf den raschen Verwesungsproze} 
im Boden. Der Gehalt an organischem Material bleibt gering, weil zu 
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dem VerwesungsprozeB Luft bzw. O in geniigender Menge zur Ver- 
fiigung stehen und das Wasser von den Bodenpartikelchen nur in 
geringem Mabe zuriickgehalten wird. Charakteristisch ist fiir diesen 
Boden die intensive Bakterienarbeit, die sich in der verhaltnismabig 
hohen CO,-Produktion auBert und allmahlich zur Verminderung des 
Humusgehalts fiihrt. 

4. Die Anzahl der aeroben cellulosezersetzenden Bakterien ist 
proportional mit der CO,-Produktion des Bodens. 

5. Bei der Beurteilung der biologischen Wirkung der Bakterien- 
tatigkeit miissen wir daher zwischen den leichten Sand- und den humus- 
reichen Béden scharfen Unterschied machen. 

6. Fiir die CO,-Produktion des Waldbodens ist daher im Interesse 
der Produktionserhéhung der Wilder von groBer Bedeutung, bei der 
Anwendung der praktischen wirtschaftlichen MaBnahmen die gute 
Durchliiftung der Béden zu _ beriicksichtigen und dieselbe méglichst 
mit entsprechender Bodenbearbeitung zu steigern. 

















Zur Biochemie des Carcinoms, I. 


Von 
Fritz Silberstein, Johann Freud und Tibor Révész. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie cde 
Universitat in Wien.) 


(Eingeqangen am 15. Dezember 1926.) 


Die Arbeitshypothese, von der wir bei unseren Versuchen aus- 
gingen, war, daB maligne Tumoren keine Lokalerkrankungen jm eigent- 
lichen Sinne sind, die mit der lokal nachweisbaren Geschwulst ent- 
stehen und mit ihrer radikalen Entfernung beseitigt werden. Wir 
glaubten vielmehr Ursache zu der Annahme zu haben, daB es sich um 
eine Allgemeinerkrankung mit tiefgreifenden Veranderungen im inter- 
mediaren Stoffwechsel handle und daB diese Verinderungen dem Auf- 
treten der Geschwiilste vorausgehen miiBten. Darum haben wir unser 
Augenmerk zunichst auf Untersuchungen des pricancerésen Stadiums 
bei der Maus gelenkt. Uber einen Teil derselben wollen wir im nach- 


stehenden berichten 


I. Respiratorischer Stoffwechsel im priicancerésem Stadium. 


Als pracanceréses Stadium im engeren Sinne betrachten wir bei ge- 
teerten Mausen die Zeit vom Ende des ersten Monats nach Beginn der Teer- 
pinselung bis zum Auftreten der ersten Knétchen. (Zur Orientierung 
wurden aber wiederholt auch kiirzere Zeit gepinselte Mause in die Versuche 
mit einbezogen.) Bei Impftumoren bezeichnen wir als pracanceréses Stadium 
die ersten Tage nach der Impfung, bevor die Geschwulst tastbar wird. 


Teermduse. 

Zu diesen Versuchen wurden vier Serien von je 60 geteerten Mausen 
herangezogen. Serie IV war ungefahr seit 4 Wochen, Serie III seit 8 Wochen, 
Serie IT seit 12 Wochen, Serie I') seit fast 4 Monaten in Behandlung. Es 
wurden stets vier bis sechs Mause einer Serie gleichzeitig unter eine 20 Liter 


1) Einzelne Tiere hatten bereits Warzchen. Diese wurden zu diesen 


Versuchen nicht verwendet. 
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fassende, vollstandig dicht (mittels eines Schliffes) auf einer Glasplatt« 


aufsitzende Glasglocke gebracht. Gleichzeitig wurde als Kontrolle die 


gleiche Zahl gleich schwerer, gleich erndhrter, gesunder Mause in einer 
anderen, ebensolchen Glocke untersucht. Wir haben die auf 0° und 760 mm 
reduzierten Zahlen aller Analysen der gleichen Serien zusammengezogen 
und auf diese Weise den durchschnittlichen Sauerstoffverbrauch, die 
Kohlensiureproduktion und den respiratorischen Quotienten der einzelnen 
Serien, sowie der gesunden Kontrollserien berechnet. Wahrend der Ver- 
suche standen die Glocken in einem ruhigen, verdunkelten Raume, die Tiere 
wurden wiahrend der 1 bis 2 Stunden dauernden Versuche sorgfaltig beob- 
achtet. Verwendet wurden nur jene Versuche, wiaihrend welcher sich die 
Tiere ruhig verhielten. Wahlt man zu den Versuchen Tiere, die aneinander 
gewohnt sind, so bleiben sie, wenn sie im verdunkelten Raume ungestért 
sind, relativ ruhig. Zur Absorption der Feuchtigkeit stand unter der Glocke 
eine breite Schale mit Chlorcalcium an einer fiir die Mause unerreichbaren 
Stelle. Die Analysen der unter allen Kautelen entnommenen Gasproben 
wurden im Haldaneapparat vorgenommen. 


Tabelle I. 


(ieteerte Mause bei gemischter Ernahrung. 6 Stunden ohne Futter. 





Pro 1 g und 60 Min. 





Serie verbraucht O, _ produziert CO, R.«Q. 
ccm com 

I 4.91 4.1 0.84 

II 5.04 4,23 0.84 

11 5,58 4,79 0.85 

IV 5,75 5.01 0.87 


Tabelle La. 


Gesunde Kontrollmause unter gleichen Bedingungen, wie Teerméuse 
aus Tabelle I. 





Pro 1g und 60 Min. 


Kontrolle zu - —wewe R.O 

Serie verbraucht O, produziert CO, a 4 
ccm ccm 

I 4.58 4.11 0.89 

II] 481 4.34 0.90 

III 4.78 4.35 0.91 

IV 4.88 4.42 0.90 


Aus diesen Tabellen geht hervor, daB in den ersten Monaten der Teer 
pinselung der Sauerstoffverbrauch und die Kohlensaéureproduktion bei 
gew6hnlicher gemischter Ernihrung (Hafer, Brot, Wasser) erhéht ist. Die 
Erhéhung bewegt sich in m&Bigen Grenzen, die Werte kehren nach linger 
dauernder Behandlung oft wieder in den Bereich des Normalen zuriick. 
Letzteres gilt besonders fiir die Kohlensiurewerte. Der respiratorische 
Quotient ist bei den geteerten Mausen niedriger als bei den Kontrolltieren, 
und zwar scheint diese Senkung mit der Behandlungszeit deutlicher zu 


werden. 














Geteerte Mause nach 40stiindiger 
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Tabelle 11. 


Nahrungskarenz. 





Pro 1 g und 60 Min. 
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Serie verbraucht O produziert CO RuQ 
com com 
I 4.38 3.63 083 
II 5.51 4.7 O84 
I] 5,28 4.44 0.83 
lV 54 4.5 0.80 
Tahe lle lla. 
Gesunde Kontrollmause unter den gleichen Bedingungen wie Teermuiuse 
aus Tabelle [1. 
Pro 1 g und 60 Min. 
Kontrolle zu : R.O 
Serie verbraucht O, produziert CO “ 
ccm com 
I 4,82 3.63 0.75 
II 4.54 3.58 0,79 
Lil 5.27 4.13 0.78 
IV 5.44 4.24 0.78 
Sauerstoffverbrauch und Kohlens&iureproduktion der hungernden 


geteerten Tiere schwankt in 


weiten 


CGrenzen 
Kontrollmausen), nicht so der respiratorische Quotient. 


(wie auch 


bei den normalen 


Bei den erst kurze 


Zeit gepinselten Mausen ist er noch relativ niedrig (0,80), bei den lingere 
Zeit vorbehandelten dagegen liegt er um 0,83 bis 0,84 und ist somit nicht 
niedriger als bei den gleichen Tieren ohne Nahrungskarenz. Bei den in 
Parallelversuchen untersuchten Mausen driickt die 
Nahrungskarenz deutlich Quotienten 
0.90 bis 0,76 heruntergeht. 


den gesunden sich 


im respiratorischen aus, der von 


Tabelle ITT. 


Geteerte Mause nach Traubenzuckerfiitterung. 





Pro 1 g und 60 Min. 





Serie verbraucht O, produziert CO» RQ 
ccm com 

| 5.00 4.33 O87 

I] 5,52 4.82 O87 

Ill 5.45 4.85 O89 

lV 5.82 5.24 0.90 
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Tabelle L1La. 


Gesunde Kontrollmause unter den gleichen Bedingungen wie die geteerten 
Mause in Tabelle ILI. 





Pro 1 g und 60 Min. 


Kontrolle zu . RO 
Serie verbraucht O | produziert CO, : 
com ! com 
I 5.04 4.95 0.98 
LI 5,27 5.00 0.95 
Il 5.18 4.98 0.96 
IV 5S 4.96 0.96 


Die nichsten Versuche wurden so angestellt, da} Mause, die etwa 
12 Stunden ohne Futter gehalten wurden, in konzentrierter Traubenzucker- 
lésung in der Art gebadet wurden, da8 etwa das hintere Drittel ihres Kérpers 
mit dem Sirup beschmutzt war. Die Maiuse begannen sogleich sich zu lecken 
und waren gewoéhnlich nach einer halben bis dreiviertel Stunden rein. Dann 
wurden sie unter die Glocke zur Gasanalyse gebracht. Wahrend nun die 
gesunden Mause den iiblichen Anstieg des respiratorischen Quotienten bis 
auf 0,95 bis 0,98 — in einigen Versuchen selbst bis auf 1,0 zeigten, 
anderte sich dieser bei den Teerméausen nicht wesentlich. 


Geimpjte Mduse. 


Tabelle 1V. 


Mause in den ersten Tagen nach der Impfung mit einem in 100 Proz. 
angehenden Ca-Stamm. 





Pro 1g und 60 Min. 


Tage 
nach der Nahrung verbraucht O, _— produziert CO, R.-Q. 
Impfung 
ccm ccm 

3 10: Karenz 551 4.52 0.82 
3 Traubenzuckerfiitterung 5,63 4.89 0.87 
2 18h Karenz 5,13 4.26 083 
2 Traubenzuckerfiitterung 545 4.90 0.90 
l 18h Karenz 5.68 4.55 0.80 
l Traubenzuckerfiitterung 5.92 5.45 0,92 


Auch die mit einem in 100 Proz. angehenden Ca-Stamm geimpften 
Mause zeigen im priécancerésen Stadium eine auffallend geringe Beein- 
flussung ihres respiratorischen Stoffwechsels durch die Ernahrung. Einer- 
seits ist der respiratorische Quotient nach kurzdauernder Nahrungskarenz 
relativ hoch, andererseits wird er vom zweiten Tage nach der Impfung 
an durch Traubenzuckerzufuhr nicht wesentlich gesteigert. 


Die in den Tabellen angefiihrten Zahlen sind durch Untersuchungen 
an etwa 200 geteerten, 150 geimpften und 300 normalen Miusen ge- 
wonnen. Die einzelnen Tiere wurden mehrmals in Versuch genommen. 
Die Schwierigkeit dieser Versuche liegt darin, dab die Miuse wahrend 
der Versuchszeit oft nicht ruhig bleiben. Verwertbar sind nur jene 


(i 
H 
hé 
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Versuche, in deren Verlauf die Tiere sich ganz oder mindestens fast 
ganz ruhig verhielten. Einige Versuche wurden mit Mausen gemacht, 
die durch kleine Urethanmengen in einen schlafahnlichen Zustand 
gebracht waren. Wir haben aber dann von dieser Versuchsanordnung 
abgesehen, um einerseits keine neue unbekannte Komponente ein- 
zufiihren und um andererseits die Zuckerfiitterungsversuche mit den 
iibrigen vergleichen zu kénnen. So haben wir denn dadurch, daB wir 
die Durchschnittszahlen aus einer so groben Zahl von Versuchen ge- 
nommen haben, getrachtet, die durch das ungleichmaBige Verhalten 
der Versuchstiere gegebenen Schwankungen in ein einheitliches Bild 
zusammenzufassen. Mit Riicksicht auf die eben geschilderten groBen 
Schwierigkeiten solcher Versuche mu man wohl die erzielte Uberein- 
stimmung in den einzelnen Reihen als befriedigend bezeichnen. Jeden- 
falls kann man aus ihnen schlieBen, daB der Stoffwechsel schon im 
pracancerésen Stadium verandert ist und daB namentlich der Kohle- 
hydratumsatz alteriert zu sein scheint. Studien iiber den EiweiBstoff- 
wechsel in diesem Stadium haben zu keinem eindeutigen Ergebnis 


gefiihrt 


Il. Verhalten des Blutzuckers nach Injektion yon Traubenzucker 
im pricancerésen Stadium. 

Einen weiteren Hinweis auf die schon im priacancerésen Stadium 
nachweisbare Alteration des Kohlehydratstoffwechsels fanden wir im 
Verhalten lange Zeit geteerter Hunde, denen Traubenzucker injiziert 
worden war. Aus einer Reihe gleichsinniger Versuche geben wir in 


Tabelle V einige typische Beispiele: 


Tabelle V. 


Subkutane Injektion von 50proz. Traubenzuckerlésung. Injizierte Menge 
0,3 Proz. des Kérpergewichts. 





Geteerte Hunde Gesunde Hunde 
Nummer l 5 7 2 6 s 
Blutzucker vor der Injektion . . . 0.098 0.088 0,079 0.080 0,089 0.069 
40’ nach der Injektion . 0,240 0,319 0.202 0,142 0,155 0.132 
sv - ‘ . 0236 0270 0.192 0.101 0.104 O.114 
180 » =: : ~ O128 0.140 0.142 0.075 OO78 O170 


Nach subkutaner Injektion von Traubenzucker zeigen lange Zeit 
(iiber ein halbes Jahr) intensiv geteerte Hunde eine viel langer anhaltende 
Hyperglvkaimie als normale Tiere. Der Blutzucker erreicht dabei auch viel 
héhere Werte als es bei gesunden Hunden der Fall ist. Diese Unterschiede 
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erinnern an die Differenzen, die Friedmann und Grove und nach ihnen 
mebrere andere Autoren nach peroraler Zuckergabe zwischen Carcinorm- 
patienten und nicht Tumorkranken festgestellt haben. Injiziert man dagegen 
Hunden kleine Mengen (0,25 Prom. des K6érpergewichts) Traubenzuckers 
intravendés, so sind diese Unterschiede zwischen normalen und geteerten 
Hunden nicht wahrnehmbar. Man sieht vielmehr in den meisten Fallen 
ein rascheres Verschwinden des intravendés einverleibten Zuckers aus dem 
Blute des geteerten Hundes. 


In diesem Zusammenhang mdéchten wir iibrigens eine Beob- 
achtung erwahnen, welche wir bei unseren diesbeziiglichen Versuchen 
an normalen Kontrollhunden gemacht haben. Es zeigte sich namlich, 
da nach intravendser Injektion von Traubenzucker (0.25 Prom. des 
Koérpergewichts) die Steigerung der Reduktionswerte bei ganz ge- 
sunden Hunden einen ganz anderen Verlauf protrahierter und un- 
regelmabiger — nimmt als bei anderen Tieren und beim Menschen. 


Es besteht ein gewisser Gegensatz im Verhalten des subkutan 
bzw. intravenés injizierten Zuckers bei geteerten Hunden. Wir werden 
darauf noch spater zuriickkommen, méchten aber schon jetzt betonen, 
da fiir diesen Gegensatz wenigstens teilweise die Verschiedenheit der 
injizierten Menge verantwortlich sein diirfte (subkutan 0,3 Proz., 
intravenés 0,25 Prom. des Kérpergewichts). 

Aus diesen Versuchen kann wohl auf eine tiefgreifende Veranderung 
im Kohlehydratstoffwechsel geschlossen werden. Es war also nahe- 
liegend, zu untersuchen, wie sich pracancerése und Tumortiere Insulin 
gegeniiber verhalten. Wie bereits aus den Versuchen der Wert- 
bestimmung des Insulins an Miausen bekannt ist, schwankt das Ver- 
haltnis zwischen krampferzeugender Kaninchendosis und der fiir 
Mause letalen Dosis bei den einzelnen Insulinpraparaten betrachtlich. 
Wir konnten an selbsthergestelltem Insulin beobachten, daB die Emp- 
findlichkeit der Mause gegen verschiedene Insulinpraparate sehr ver- 
schieden ist und anscheinend von der Natur der die wirksame Substanz 
begleitenden Stoffe abhingt. Je reiner die Praparate werden, desto 
gleichmaBigere Resultate erhielten wir. Dabei war allerdings auf- 
fallend, daB es immer noch einzelne Tiere gab, die sich durch eine be- 
sondere Resistenz, und andere, die sich durch eine besondere Empfindlich- 
keit gegen Insulin auszeichneten. 


Die ersten Versuche an pracancerésen und Tumormausen wurden 
mit relativ wenig gereinigten Priparaten vorgenommen, wihrend uns 
spiter ganz ausgezeichnete zur Verfiigung standen. Wir haben in 
allen Versuchen an gréBeren Serien von Miausen von etwa lig die 
Dosis letalis minima mit den verschiedenen, im Kaninchenversuch 
scharf ausgewerteten Insulinpriparaten bestimmt. Es ergab sich 
dabei, daB von zwei Lésungen desselben damals noch nicht weit- 
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gehend gereinigten Trockeninsulins diejenige, welche in warmem 
Wasser (von etwa 50 bis 60°) hergestellt war, fiir Mause viel weniger 
giftig war, trotzdem im Kaninchenversuch sich kein Unterschied gezeigt 
hatte. Wir haben daher in der Folge wiederholt die gewéhnlichen 
Insulinlésungen unverandert und nach Erwarmen auf 56° (im Wasser 
bad) gepriift Der Unterschied zwischen erwarmtem und nicht er- 
wirmtem Insulin war lediglich bei den weniger reinen Insulinpraparaten 
deutlich 

Nach der Tumorimpfung sank die Resistenz der Miause gegen 
Insulin zunachst ab. Auch dies war besonders markant bei Verwendung 
schwach wirksamer Insulinpraparate. Hier finden wir innerhalb der 
ersten beiden Tage die letale Dosis oft bei ! io Dir '/,5, mindestens aber 
bei ', des Ausgangswertes. Bei reinen Praparaten war die Spannung 


geringer, bei unreinen war sie gréBer. Nach 3 bis 5 Tagen also etwas 
vor oder um die Zeit, da der Tumor eben tastbar wird pflegten diese 
Unterschiede sich allmahlich auszugleichen Von da an stieg die 


Resistenz weiter an und erreichte bei den voll ausgebildete Tumoren 
tragenden Tieren Werte, die zwischen dem Vierfachen und Dreibig- 
fachen der Norm lagen. Es hat den Anschein, als ob durch die Tumor- 
impfung eine plétzliche Veranderung der Insulinempfindlichkeit der 
Versuchstiere bewirkt wiirde Diese AuBert sich zuniachst in einer 
Steigerung derselben. Mit dem Angehen und Wachsen des Tumors 
steigt die Resistenz zunachst allmahlich, dann rasch an. 

Ahnliche Verhiltnisse finden sich auch bei Teertumoren Im 
Beginn der Teerpinselung sind die Mause — wenigstens voriibergehend 
empfindlicher als unbehandelte, spater wachst die Resistenz und ist 
bei den ausgebildete Ca tragenden Tieren ebenfalls bedeutend erhéht. 

Der Grad der Resistenzsteigerung der Tumortiere gegen Insulin 
schwankt und ist anscheinend abhangig von der Reinheit der Praparate 
und von konstitutionellen Verschiedenheiten der Tiere Daneben 
kommt natiirlich auch die GréBe und der Sitz der Tumoren, wie nament 
lich eventueller Metastasen in Betracht. Bemerkenswert erscheint in 
diesem Zusammenhang, daB, wenn man Miausen mit groben Tumoren 


sehr groBbe Insulinmengen einverleibt bis zum Hundertfachen der 
tédlichen Dosis . man fast niemals Kriampfe und akuten Exitus zu 
beobachten Gelegenheit hat Diese Tiere werden erst nach laingerer 


Zeit matt. fallen zur Seite und sterben fiinf und mehr Stunden nach 
der Injektion, wahrend die Kontrollmiuse durch zwei bis drei tédliche 
Dosen innerhalb der ersten Stunde unter Krampfen getétet werden 

Bei trachtigen Tumormausen laBt sich eine erhéhte Insulintoleranz 
nicht nachweisen. Graff, Frankl, Kok, Opitz u. a. fanden, daB die Impf 
ausbeute selbst bei sonst in 100 Proz. angehenden Tumoren het 
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trachtigen Tieren eine sehr geringe ist. Die Angaben, wieweit die 
Beeinflussung der Tumorbildung durch Graviditat geht, schwanken 
zwischen vollstandiger Unterdriickung und mehr oder minder weit- 
gehender Hemmung. Ob das geanderte Verhalten der graviden Tiere 
in beiden Belangen in einem Kausalnexus steht, konnten wir noch 
nicht feststellen, wir glauben aber auf Grund anderer Versuche, dies 
annehmen zu miissen. 

Zur Erklarung unserer Versuchsergebnisse méchten wir zunachst 
die alteren Untersuchungen und vor allem die der letzten Jahre iiber 
den Zuckerstoffwechsel unter verschiedenen Bedingungen mit ins Auge 
fassen. 


Schon Hojmeister hat den sogenannten ,,Hungerdiabetes** beschrieben 
und gezeigt, daB langeres Hungern zu einer Herabsetzung der Kohlehydrat - 
toleranz gesunder Tiere fiihrt. Hoppe-Seyler sprach von einer .,Vaganter- 
glykosurie’’ und Bang wies nach, daB Kohlehydratfiitterung bei Hunger- 
kaninchen eine viel héhere und langer dauernde Glykosurie hervorruft als 
bei normal erndihrten Tieren. Anzutiihren sind hier noch die bekannten 
Beziehungen zwischen Acidosis und Inanition bzw. Reduktion der Kohle- 
hydrate in der Nahrung einerseits und die durch Séuregaben bewirkte 
Mobilisierung des Leberglykogens andererseits (Elias). In systematisch 
angestellten Versuchen hat Stawh dann fiir die Ergebnisse der alteren 
Literatur und fiir seine eigenen Befunde eine Erklarung zu finden gesucht. 
Er kommt zu dem Resultat, daB die Assimilation zugefiihrter Kohlehydrate 
am leichtesten und vollstandigsten bei mittlerem Glykogengehalt der 
Leber erfolgt. zu einer Zeit, in der Fermentbildung und Fermentwirkung 
in der Leber noch von der letzten Nahrungszufuhr her im Gange ist. Er 
findet das Optimum etwa zu einem Zeitpunkt, wo nach vorangegangene 
Kohlehydratfiitterung die Leber ihr Glykogenmaximum eben oder beinahe 
erreicht hat. Er nimmt eine Abhangigkeit der Bildung und Wirksamkeit 
der die Kohlehydrate assimilierenden Fermente vom KH-Gehalt des 
Organismus, speziell vom Glykogengehalt derLeber und vom KH-Reichtum 
des vorangegangenen Ernahrungsregimes an. 

Uber den Einflu8 von in kurzen Intervallen erfolgender Nahrungs-, 
insbesondere KH-Zufuhr auf den Blutzucker, bestehen zahlreiche An- 
gaben, die Jonas, Miller und Teller durch eigene Befunde vermehrten und 
dahin zusammentaGBten, dab bei Normalpersonen von zwei gleichen Mahl- 
zeiten die zweite dann eine geringere Hyperglykamie erzeugt als die erste, 
wenn das Intervall zwischen beiden kiirzer als 3 bis 4 Stunden ist. In 
einer glinzenden Zusammenfassung der in der Literatur vorhandenen 
Angaben sowie seiner eigenen Befunde hat dann Gigon die Verarbeitung 
und Verwertung der Nahrungskohlehydrate unter physiologischen und 
pathologischen Bedingungen klargelegt. Er kommt zu dem Schlusse, dab 
ein prinzipieller Unterschied besteht zwischen der Verwertung der Kohle- 
hydrate durch den normalen niichternen und den hungernden Organismus, 
der seine Glykogenvorrate schon stark angegriffen hat. Ersterer verbrennt 
einen aliquoten Teil der zugefiihrten Kohlehydrate rasch zu CO, und H,O 
und verwendet die dabei frei werdende Energie, um aus dem iibrigbleibenden 
gréBeren Teile Maltoseanhydrid, die Muttersubstanz des Glykogens, auf- 
zubauen. Die Glykogenbildung selbst erfolgt — wie ja schon lange bekannt - 
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erst im Laufe mehrerer Stunden und ist, wenn einmal das Anhydrd vor 
handen ist, nur mit minimaler Warmeténung verbunden. Das Hungertier 
hat zunichst nicht das Bestreben oder die Fahigkeit. das zugefiihrte KH 
zu Glykogen zu kondensieren. Es kommt daher auch nicht zur sofortigen 
Verbrennung eines aliquoten Teiles der zugefiihrten KH, sondern es kommt 
zur Bildung einer N-Zuckerverbindung; da diese Synthese langere Zeit 
in Anspruch nimmt als die Anhydridbildung und da auch keine sofortige 
Zuckerverbrennung erfolgt, finden wir im Gefolge der KH-Zufuhr bei 
diesen Individuen eine viel langer dauernde Hyperglykamie als bei den 
normal ernihrten. Der Diabetiker verhalt sich nun KH gegeniiber, auch 
ohne Nahrungskarenz, wie ein Gesunder im Zustande der Inanition. 


Betrachten wir nun in diesem Zusammenhang unsere eigenen Befunde 
an pracancerésen Tieren, so sehen wir zunichst, daB die Hyperglykami 
nach subkutaner Traubenzuckerinjektion') viel linger anhalt und viel 
héhere Grade erreicht als bei den Kontrolltieren. Wir sehen ferner, dab 
der respiratorische Quotient eine sehr weitgehende Unabhangigkeit von der 


Ernaihrung, speziell von der vorhergehenden KH-Zufuhr zeigt. Das ist 
doch kaum anders zu deuten, als daB im AnschluB an die K H-Zufuhr keine 
K H-Verbrennung erfolgt. Soweit verhalten sich die pracancerésen Tiere 


also wie Hungertiere, trotzdem sie sich weder im Gewicht, noch im Aus- 
sehen, noch in ihrer Ernahrung von den Kontrollen unterscheiden. Wenn 
wir uns die Deutung zu eigen machen wollen, die Staub seinen Unter 
suchungsergebnissen gibt, so miissen wir sagen: dem pracancerésen Tier 


fehlt mindestens teilweise die Fahigkeit, K H-assimilierende Fermente 
zu bilden. Ob bzw. inwieweit dieser Mangel ahnlich wie in den Hunger- 
versuchen durch Glykogenarmut der Leber bedingt ist, wissen wir nicht. 


Durch diese Auffassung finden zwei unserer Befunde keine Erklarung: 
1. da®B nach Traubenzuckerfiitterung der respiratorische Stoffwechsel pra- 
canceréser Tiere bei unverindertem oder nahezu unverindertem respira- 
torischen Quotienten steigt, 2. dai kleine, intravenés injizierte Trauben 
zuckerdosen iiberaus rasch aus der Zirkulation pracanceréser Tier 
verschwinden. Die Ergebnisse Mevyerhofs (c.s.) und Warburas (ec. s. 
kénnen uns diese fefunde vielleicht etwas verstandlicher machen. 
Warburq hat gezeigt, daB Tumorzellen besonders groBe Mengen Kohle 
hydrate umsetzen kénnen, daB sie ein sehr hohes glykolytisches Vermégen 
besitzen. Die Glykolyse durch Bindegewebe und Epithel ,,in stationarem 
Zustande“ ist geringfiigig, dagegen besitzt embryonales und auch wachsendes 
Gewebe im postfétalen Zustande, ferner Keimepithel, lymphadenoides 
(iewebe und dergleichen hohe glykolytische Fahigkeiten. 

Es ware die Annahme nun naheliegend, da®B unter der Einwirkung 
der lange dauernden, intensiven Teerbehandlung bei unseren Versuchs- 
tieren Zellkomplexe aus dem ,,stationiren Zustande“ in einen aktivistischen, 
mit erhéhter Zellneubildung und beschleunigtem Zellzerfall iibergehen, 
daB sie dementsprechend erhéhtes glykolytisches Vermégen und hohe 
Affinitat zu Kohlehydraten erwiirben. Dies wiirde erkliren, daB intravends 
einverleibte kleine Zuckermengen bei geteerten Hunden rascher aus det 


') DaB die Reduktionskurve nach intravendéser Injektion von ganz 
kleinen Mengen Traubenzuckers nicht nur nicht das gleiche Verhalten zeigt. 
sondern oft ein geradezu entgegengesetztes, diirfte besondere Ursachen 
haben. Wir kommen darauf noch zuriick. 
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Zirkulation verschwinden als bei normalen, da sie von dem oder den aviden 
Zellkomplexen aufgenommen wirden. Zur Sattigung derartiger Zell- 
komplexe mit Kohlehydrat miiBte es natiirlich auch bei subkutaner In- 
jektion von Traubenzucker kommen. Da8 dies in den Blutzuckerkurven 
nicht sichtbar war, erklart sich wohl ungezwungen aus der GréBe der ein- 
verleibten Menge (l5mal mehr), die es mit sich bringt, da®B der EinfluB 
des allgemeinen Zustandes intermediirer Kohlehydratverarbeitung viel 
mehr zur Geltung kommt und die relativ bescheidene Wirkung einzelner 


Zellkomplexe verdeckt. In jedem Falle aber ob der Zucker enteral, 
subkutan oder intravenés eingefiihrt wird miuBten die aus ihrem 


.Stationiren Zustande* aktivierten Zellkomplexe den von ihnen aut- 
genommenen Zucker glykolysieren, es miibte also zu einer Mehrproduktion 
von Milchséiure kommen. Da diese nicht ausgeschieden, auch nicht in ver- 
mehrtem Mae verbrannt wird der respiratorische Quotient ist ja un- 
verindert —, so diirfte sie resynthetisiert werden. Dies ist aber ein endo- 
thermec ProzeB. Da wir gesehen haben, da in bezug auf den Kohlehydrat- 
stoffwechsel die geteerten Tiere sich wie Hungertiere verhalten, so muB 
die zu der Resynthese von KH aus der mehrgebildeten Milchsiure be- 
notigte Energie dureh Verbrennung von anderem nicht KH 
Material gedeckt werden. Dies erklart, daB es zu einer Erhéhung des 
respiratorischen Stoffwechsels bei unveraindertem respiratorischen Quotienten 
kommt. 

Der Analogieschlu8, dab pracancerése Tiere sich in bezug auf den 
Kohlehydratstoffwechsel wie Hungertiere verhalten, wird auch durch 
den Befund erhartet, daB pricancerése Tiere in einem gewissen Stadium 
gegen Insulin tiberempfindlich sind. Viel auffallender als dieses rasch 
voriibergehende Stadium der Uberempfindlichkeit ist die sich immer 
zeigende erhéhte Resistenz der tumortragenden Tiere gegen Insulin. Diese 
kénnte eine Erklarung finden in einer Adsorption des Insulins durch Tumor- 
zellen. Wir haben diesbeziigliche Versuche gemacht, die gezeigt haben, 
da in dieser Hinsicht kein qualitativer, sondern nur ein quantitativer 
Unterschied zwischen normalen und Ca-Zellen besteht (vgl. Mitteilung III). 
Eine zweite Erklarungsmdéglichkeit ware in der im Tumor gebildeten und 
von ihm abflieBenden Milchsiure gegeben. Dab die Tumorzellen auch 
in vivo groBe Mengen Milchsiure bilden, erscheint nach den Versuchen 
Warburgs (c. s.), Glassners und Coris (c. s.) gewilb. Andererseits ist aber auch 
sicher, daB unter gewéhnlichen Bedingungen die mehr produzierte Milch- 
siure nicht ausgeschieden wird, sondern im Kérper bleibt, also aller 
Wahrscheinlichkeit nach wieder zu Kohlehydrat resynthetisiert wird. 
Es kame daher bei den Tumortieren zu einer dauernden Zucker- 
synthese aus der aus dem Neoplasma stammenden Milchséiure. Dieser 
neugebildete Zucker kénnte wenigstens teilweise die erhéhte Insulin- 


toleranz erklaren. 


Fassen wir die Ergebnisse unserer Versuche zusammen, so kénnen 


wir sagen: 

Der Kohlehydratstoffwechsel ist schon im pracancerésen Stadium 
verindert. Er zeigt gewisse Analogien mit dem Stoffwechsel beim 
Diabetes mellitus, mit dem eines Individuums nach lange dauernder 
Kohlehydratkarenz oder im Inanitionszustand, trotzdem die Tiere 
noch keine Gewichtsabnahme zeigten und vollstandig munter waren 
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Zur Biochemie des Carcinoms. III. 


Von 
Fritz Silberstein, Johann Freud und Tibor Révész. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie det 
Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1926.) 


AnlaBlich der Analyse der Alteration des Kohlehydratstoffwechsels 
im pracancerésen Stadium fiel uns die veranderte Insulinresistenz der 
Versuchstiere auf. Zuniachst kam sie zum Ausdruck in einer voriiber- 
gehenden Erhéhung der Empfindlichkeit. Dann ging sie in ein Stadium 
normaler Ansprechbarkeit der pricancerésen Tiere und endlich in 
eines erhéhter Widerstandsfihigkeit der tumortragenden Maus gegen 
Insulin iiber. Um festzustellen, ob und was von diesen Verinderungen 
auf den EinfluB8 von Tumorzellen zu beziehen sei, haben wir Versuche 
mit Aufschwemmungen bzw. Extrakten von Tumoren und _ Insulin 
unternommen. 


I. Extrakte von Tumoren nach Art der Insulindarstellune. 


Wir haben Tumoren fein zerkleinert und mit saurem Alkohol extrahiert. 
Die Extrakte wurden filtriert, im Vakuum eingeengt. dann mit Ammon- 
sulfat ausgesalzen. Der Niederschlag wurde wieder aufgenommen, durch 
wiederholtes Umfillen gereinigt und schlieBlich bei py 5 gefallt und in 
Wasser gelést. Diese Extrakte wurden an Kaninchen beziiglich ihrer 
Wirkung auf den Blutzucker gepriift. Folgender Versuch illustriert dies. 





Tabelle J. 





} —_— 

Kan, Niichtern- de ed Blutzucker nach 

| siaize entspricnt 4 Stdn.| 1Std. 11/4 Stdn. 1'/.Stdn. 2Stdn. 3 Stdn. 
l 0,112 32 Tumor 0.077 0.092 0.094 
| 2 0141 We ee 0,124 0.083 0,126 

| 3 0.148 We . 0,101 0.081 0.090 

4 0.087 450 2 0.074 0,108 

















F. Silberstein, J. Freud u. T. Réevész: Biochemie des Carcinoms. LI 317 


Ein Extrakt aus einem Menschentumor') (Mamma-Ca) ergab Ahn 
lichen Befund: 
Tabelle Il. 





Kan. , Die injizierte Blutzucker nach 

Nr Nuchternwert Extraktmenge 

‘ entspricht l'» Std 3 Stdn. 5 Stdn 
65 0,143 10¢ Tumor 0,107 0,123 0,132 
68 0,130 30g n 0.100 0,125 0.130 


Aus diesen und ahnlichen Versuchen schlieBen wir, daB sich mit 
der skizzierten Methode aus Tumoren ein Extrakt gewinnen laBt, der 
auf den Blutzuckerspiegel depressorisch wirkt, der sich vom Insulin 
aber dadurch unterscheidet, daB sich die Depression in engen Grenzen 
bewegt und daB auch um ein Vielfaches gréBere Dosen keine starkeren 
Blutzuckersenkungen bewirken als kleine Mengen. Es kénnte dies 
darauf zuriickzufiihren sein, daB zwei oder mehrere antagonistisch 
wirkende Substanzen nebeneinander vorhanden sind. lthre Differen- 
zierung und Charakterisierung ist uns bis nun noch nicht gelungen 


Il. Wiasserige Extrakte aus Tumorgewebe und im Kontrollversuch aus 
Normalgewebe. 


Aus den beiden zuletzt angefiihrten Versuchen ist zu ersehen 
daB die Injektion wasseriger Extrakte aus Normalgewebe von einer 
leichten Blutzuckersteigerung gefolgt ist 

Die mit den Tumorextrakten gespritzten Tiere zeigen in den 
ersten Stunden nach der Injektion einen deutlichen Anstieg der 
Yeduktionswerte im Blute, der gefolgt zu sein pflegt von einer friiher 
oder spater einsetzenden Erniedrigung. Diese ist entweder voriiber 
gehend oder sie nimmt bis zum Tode zu. Die Blutzuckersenkung ist 
einigermaBen dadurch charakterisiert, daB sie von Krampfen begleitet 
ist und daB Traubenzuckerinjektionen die sterbenden Tiere wenigstens 
voriibergehend zu retten vermégen. 


t 
Ill. Wiisserige Zellaufsechwemmungen plus Insulin in vitro gemiseht. 


Der Befund, daB Injektionen von Tumorzellextrakten von oft 
sehr lange anhaltenden Veranderungen des Blutzuckerspiegels gefolgt 
sind, war jedenfalls auffallend. Wir wissen aus zahlreichen eigenen 


‘) Wir verdanken das frische, steril gewonnene Material aus mensch 
lichem Ca den Herren Hofrat Prof. Dr. A. Frankel, Primar. Doz. Dr. Gold- 
schmidt und Prof. Dr. H. Lorenz. Es ist uns Bediirfnis und Pflicht, ihnen 
auch an dieser Stelle fiir ihre groBe Zuvorkommenheit verbindlichst zu 
danken. 
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wie aus in der Insulinliteratur niedergelegten Erfahrungen, daB ein 
seitige Anderungen im Kohlehydratstoffwechsel haufig gefolgt sind 
von kompensatorischen Uberregulationen. Es war also die Méglichkeit 
zu erwagen, dab die nach der Blutzuckersteigerung wiederholt beob 
achtete und oft bis zum Tode des Versuchstieres fortwihrend zu 
nehmende Erniedrigung der Reduktionswerte im Blute mit der un 
mittelbar nach der Injektion feststellbaren Hyperglykamie in ursach 
lichem Zusammenhang stehe. Die Beantwortung dieser Frage erschien 
uns schon deshalb wichtig, weil die primaire Hyperglykimie nach 
Tumorextraktinjektion die erhéhte Insulintoleranz der tumortragenden 
Tiere dem Verstiandnis naher bringen kénnte. Andererseits waren wir 
auf Grund der Versuche mit Tumorextrakten zu der Annahme gelangt 
daB in den Extrakten neben einer insulinartigen Substanz noch eine 
antagonistisch wirkende vorhanden sei. Wir hofften, naheren Einblick 
in diese komplizierten Verhaltnisse zu gewinnen, indem wir in weiteren 
Versuchsreihen die Beeinflussung der Insulinwirkung durch Tumor 
extrakte und Tumorzellaufschwemmungen untersuchten 


A) Priifung des Sediments und Abgusses von Insulin + Tumorzell- 

aufschwemmungen. 

Wir haben das Insulin in Versuch 69 bis 72 15 Minuten, in den 
Versuchen 57 bis 62 45 Minuten lang bei 37° auf die Zellsuspensionen ein- 
wirken lassen, scharf abzentrifugiert und dann einerseits die klare iiber- 
stehende Fliissigkeit, andererseits das Sediment im Tierversuch gepriift. 


Betrachten wir zunachst die Wirkungen der in physiologischer 


NaCl-Lésung aufgeschwemmten Sedimente, die mit Insulin sit 
venia verbo sensibilisierte Ca-Zellen enthielten, so ist auffallend, 


daB das Auftreten von Krampfen bei Verwendung entsprechender 
Dosen weitgehend unabhang*g zu sein scheint von der zur Sensibili- 
sierung verwendeten Insulinmenge, dagegen wesentlich abhangig von 
der Lange der Zeit des Kontakts der Zellen mit der Insulinlésung 
Hat dieser bloB 15 Minuten bis zum Beginn des Zentrifugierens ge- 
dauert, so sind die Sedimente noch ungiftig, nach 45 Minuten dagegen 
zeigen sie volle Wirksamkeit. Beziiglich des Zeitpunkts des Auftretens 
der Krampfe laBt sich nur sagen, daB sie ohne erkennbare Ursache 
bald iiberraschend zeitlich (45 Minuten), bald verspitet (4 Stunden 
und spater) eintreten. Dabei muB noch hervorgehoben werden, dab 
die Krimpfe bei Reduktionswerten des Blutes einsetzen, die weit iiber 
den gewéhnlichen Hypoglykamiewerten liegen. Wie schon erwihnt. 
wurden bei den Kaninchen, denen Ca-Zellen injiziert worden sind, die 
nur kurz (15 Minuten) mit Insulin digeriert worden waren, keine Krimpfe 
beobachtet. Machten wir bei ihnen etwa 2), Stunden nach der Injektion 
Blutzuckerbestimmungen, so fanden wir deutlichen Anstieg der Re- 
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Kan. 


duktionswerte. Die 
mit dem klaren Ab- 
guB gespritzten Tiere 
zeigten soweit 
groBbe —_ Insuliniiber- 
schiisse zur Ver- 
wendung gekommen 
waren — rasch eintre- 
tende Blutzuckersen- 
kung mit typischen 
hypoglykamischen 
Symptomen, clie 
auf Traubenzucker- 
injektionen prompt 
zuruckgingen. 
B. Auswertung des 
Abqusses. 

Da wir aber in 
diesen Versuchen mit 
groBen Insulindosen 
gearbeitet haben. 
laBt sich aus ihnen 
nicht schlieBen, ob 
nicht ein Teil bzw. 
wieviel Insulin durch 
die Ca-Zellen  wir- 
kungslos gemacht 
worden _ ist. Wir 
haben daher in den 
folgenden Versuchen 
Ca - Aufschwemmung 
mit wechselnd groBen 
Dosen Insulin ge- 
mengt, nach entspre- 
chender Digestion 
abzentrifugiert, die 

klaren Ausgiisse 
quantitativ ausge- 
wertet, indem wir sie 
in verschiedene Teile 
teilten und aliquote 
Mengen zur Aus- 


wertung  injizierten. 
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Methodik. 


In den folgenden Versuchen wurden 3g Mause- bzw. Menschen-Ca 
Zellaufschwemmung oder Normalgewebe in 20 ccm NaCl-Lésung mit 
wechselnder Menge Insulin Phiag gemischt, 45 Minuten bei 37° gehalten, 
dann scharf abzentrifugiert, von der klaren, tiberstehenden Fliissigkeit 
wechselnde Mengen injiziert. 

Fassen wir die in der vorstehenden Tabelle angefiihrten Versuche 
zusammen, so sehen wir, dali Insulinverlust zeigten: 


Versuch 1 (Méuse-Ca hohe Insulindosis): hoher Verlust: 
n° «a a mittlere Insulindosis): maéBiger Verlust ; 
6 (Menschen-Ca hohe Insulindosis): - ‘ 
7 ” = mittlere Insulindosis): kleiner, aber deutlicher 
Verlust. 


In den anderen Versuchen waren keine wesentlichen Insulinverluste 
nachweisbar, wofern auf Krampf ausgewertet wird. Doch ist hervorzuheben, 
daB der hypoglykamische Symptomenkomplex hier bei abnorm hohen 
Reduktionswerten auftrat. Das war der Fall in 

Versuch 2 und 3 (Mause-Ca hohe Insulindosis); 
4 (Mause-Ca mittelhohe Insulindosis). 


Die Adsorption durch Normalgewebe zeigte geringe Insulin- 
verluste in Krampfdosen, die Kriampfe traten aber auch hier, bei hohen 
teduktionszahlen auf. Der Umstand, daB die bei hohen Reduktions 
werten einsetzenden Krampfe durch Traubenzuckerinjektionen glatt 
sistiert wurden, legt den Gedanken nahe, daB das Reduktionsvermégen 
des Blutes mindestens zum Teil auf eine vom Gewebe nicht angreifbare 
Zuckerform zu beziehen sei. 


IV. Tumor- und Normalgewebeaulschwemmunegen gleichzeitig und getrennt 
mit Insulin intraperitoneal injiziert. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Beeinflussung von Insulin 
durch Ca- bzw. Normalgewebeaufschwemmung in den Tierkérper verlegt. 
Wir haben Aufschwemmungen von Menschentumorzellen, Méausetumor- 
zellen, menschlichem Normalgewebe, Mausenormalgewebe in physiologischer 
NaCl-Lésung und gleichzeitig wechselnde Insulindosen intraperitoneal 
injiziert. 

Fassen wir die in Tabelle VI zusammengestellten Versuche zusammen. 
so mussen wir sagen: Bei gleichzeitiger intraperitonealer Injektion von 
Tumorzellaufschwemmungen und groBen Insulindosen kommt es vielfach 
zu Aufhebung der Insulinwirkung; auch normale Gewebsaufschwemmungen 
haben oft diese Fahigkeit. Wovon es abhangt, daB die Insulinhemmung 
in einer Anzahl von Fallen gelingt, waihrend sie in anderen miBlingt, laBt 
sich aus unseren Versuchen nicht erkennen. Bei normalen Zellen kénnte 
es vielleicht von der Zusammensetzung des injizierten Gewebsbreies 
ob mehr oder weniger Muskulatur bzw. parenchymatése Organe — abhingen. 


Auch aus diesen Versuchen geht eine prinzipielle Verschiedenheit in 
der Wirkung normaler und carcinomatéser Gewebe nicht hervor, es 
ergibt sich lediglich ein quantitativer Unterschied. Es kam in den Ver 
suchen mit gleichzeitiger, aber getrennter intraperitonealer Einver 
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leibung von groBen Insulindosen und Mause-Ca in 50 Proz. der Versuche 
nicht zu Kraimpfen, bei normalen Mausegewebsaufschwemmungen 
dagegen nur in 33 Proz. Bei menschlichen Zellen erfolgte die Krampf 
unterdriickung durch Tumor- bzw. einfaches Mammagewebe in 80 Proz 
bzw. 33 Proz. Auch in diesen Versuchen fiel uns die deutliche Un 
abhangigkeit des Auftretens bzw. Ausbleibens der Krampfe von den 
erhobenen Reduktionswerten auf. Nun haben wir ja friiher gesehen, 
daB wisserige Extrakte aus Ca-Zellen nach voriibergehender Blut 
zuckersteigerung oft nach vielen Stunden (18 bis 36 Stunden) unter 
Kriampfen zum Tode der Versuchstiere fihren. Es war uns damals 
auch wiederholt gelungen, durch Traubenzuckerinjektion die Krampfe 
zu sistieren und das Leben der Versuchstiere zu erhalten oder mindestens 
um einige Zeit zu verlangern. Um nun zu sehen, wie intraperitoneal 
injizierte Tumorzellen als solche wirken und ob nicht die in einem 
Teile der Kombinationsversuche mit Insulin bei hohen Blutreduktions- 
werten innerhalb der ersten Stunden p. inj. auftretenden Krampfe 
auf die Ca-Zellen zu beziehen sind, haben wir Kontrollversuche an- 
gestellt. Ein paar Beispiele sind in Tabelle VII zusammengefaBt. Aus 
ihnen geht hervor, dab weder menschliche noch Mause-Ca-Zellen bei 
intraperitonealer Injektion in den in Frage kommenden Mengen 
innerhalb der ersten Stunden nach der Einverleibung zu Krampfen 
oder zu charakteristischen Verinderungen des Blutzuckerspiegels 
fiihren. 
Tabelle VII. 





kK Ge. Blutzucker 

“n- wicht Injiziertes Material i. p. Verlauf 

Nr — seit vor nach nach nach — 
zg Injekt. 2Stdn. 5Stdn. 12Stdn 


47 1300 2¢ Menschen-Ca 


(Mamma) ... 0,126 0.106 0,100 Keine Krampfe, uberlebt 
48 1300 3¢ Menschen-Ca 
(Mamma) ... 6,154 0.154 0,128 Keine Krimpfe, iiberlebt 
49 1200 3¢ Menschen-Ca 
(Mamma) ... 0092 0,106 0.092 Keine Krimpfe, iberlebt 
31 1100 5¢@ Menschen-Ca 
(Mamma) ... 06,106 O15 Keine Krampte beobacht 
nachsten Morgen tot 
27 1950 3g Mause-Ca. . 0,100 0.122 Keine Krampfe beobacht 
: nacnsten Morgen tot 
28 1900 3 ¢ Mause-Nor- 
mal-Gewebe . . 0.093 0,107 Keine Krampfe beobacht., 


nachsten Morgen tot 


Zusammenfassung und Sehlub. 
Uberblicken wir alle Versuchsreihen im Zusammenhang, so kénnen 
wir sagen, daB sich sowohl aus Ca- wie aus normalen Gewebszellen 
Stoffe extrahieren lassen, die auf die Regulation des Blutzuckerspiegels 
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wirken. Kombiniert man Ca- oder normale Gewebszellen oder Extrakte 
aus ihnen mit Insulin, so wird die Wirkung des letzteren verandert 
und zwar sowohl dann, wenn die Einwirkung in den Koérper des Versuchs 
tieres verlegt wird, wie auch, wenn die Digestion vor dem Tierversuch 
stattfand. Dieser EinfluB auBert sich darin, daB es einerseits trotz 
hoher Insulingaben wiederholt nicht zu einer merklichen Hypoglykamie 
kommt. Andererseits kann es zur Ausbildung eines hypoglykamischen 
Symptomenkomplexes bei relativ und oft auch absolut hohen Re 
duktionswerten im Blute kommen. Dies legt den Gedanken nahe, dal 
es zum Auftreten von Substanzen im Blute kommt, die nicht identisch 
sind mit Kohlehvdraten, die fiir den tierischen Organismus verwert- 


bar sind 


Da sich aber in unseren Versuchen zwischen Ca- und normalen 
Zellen lediglich quantitative Unterschiede zeigten, laBt sich damit die 
prinzipielle Verschiedenheit des Kohlehydratstoffwechsels der Tumor- 
tiere nicht erklaren. Auch aus diesen Versuchen mu man daher folgern. 
daB bei den Tumortieren eine Anomalie des (Kohlehydrat-/) Stoff- 
wechsels des Gesamttieres vorliegt und daB also das Wesen der Er- 
krankung nicht eine auf einige Zellen beschrankte Schadigung ist. 

















Uber den Ersatz von Zucker durch andere chemisch definierte 
Kérper bei der Bekimpfung und Hintanhaltung des durch 
Insulin hervorgerufenen hypoglykimischen Komplexes. 


Von 
Fritz Silberstein, Johann Freud und Tibor Révész. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie cer 
Universitat in Wien.) 


(Eingeqangen am 15. Dezember 1926.) 


Bei unseren Versuchen, menschliche und tierische Carcinome 
durch Insulin zu beeinflussen, tauchte die Frage auf, wie die mehr 
oder weniger hiufig beobachteten hypoglykimischen Anfille zu_be- 
kampfen bzw. zu verhiiten seien, ohne daB durch etwa eingefiihrten 
Traubenzucker der Insulineffekt aufgehoben oder eingeschrinkt werde. 
Da diese Frage auch bei der Insulinbehandlung des Diabetes mellitus 
von Bedeutung ist, so schien sie uns eingehender Bearbeitung wert. 


Bisher existierten in der Literatur, soweit sie uns zuganglich war, nur 
relativ wenige diesbeziigliche Angaben. Noble und Macleod haben in einigen 
Versuchen Natriumlactat verwendet, ohne aber zu eindeutigen Ergebnissen 
zu gelangen. Sie machten auch einen Versuch mit Athylalkohol, in welehem 
sich dieser als wirkungslos erwies. Diese Autoren geben auch an, dab 
Glycerin, subkutan verabreicht, im hypoglykaémischen Anfall ohne Erfolg 
ist, wahrend Banting, Campbell und Fletcher bei peroraler Zufuhr ziemlich 
gute Resultate beobachteten. Ebenso hatten Voegtlin, Dunn und Thompson 
Erfolge bei intraperitonealer und intravendéser Injektion. Diese Autoren 
beobachteten auch Ausbleiben der Insulinkrimpfe, wenn sie ihren Versuchs 
tieren unmittelbar nach der Insulininjektion groBe Mengen von Glycerin 
und Alanin durch die Schlundsonde verfiitterten. Mac Phedran und Banting 
konnten mit Calciumlactat hypoglykimische Kriimpfe aufheben. Auch 
gewisse anorganische Salze hemmen unter Umstainden das <Auftreten 
hypoglykaimischer Erscheinungen. Lhre Wirkung jedoch ist jedenfalls auf 
eine Abschwiachung des Insulineffekts zuriickzufiihren, kommt also lediglich 
ler Insulindosis gleich. Wir wissen aus den Unter 


einer Verringerung 
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suchungen von Warburg und seinen Mitarbeitern, dai Tumorzellen in 
besonders hohem MaBe zu Glykolyse befahigt sind. Uns kam es also in 
erster Linie darauf an, Substanzen zu verwenden, die im intermediiren 
Stoffwechsel normalerweise vorkommen und nicht durch glykolytisch« 
Fermente angreifbar, daher nicht fiir den Stoffwechsel der Ca-Zellen be 
sonders geeeignet sind. 

In den Kreis unserer Untersuchungen zogen wir Dioxyaceton 
Alanin, milchsaures Natrium, ferner milchsaures Calcium, Alkohol 
Glycerin, brenztraubensaures Natrium und Ammonium und Acet- 
aldehyd. Als Versuchstiere haben wir Hunde und Kaninchen ver 
wendet. Die Hunde erwiesen sich im spiteren Verlauf als ungeeignet 
da sie vielfach auch ohne therapeutische Beeinflussung, trotz niedrigen 
Blutzuckers, symptomenfrei blieben. Wir haben in einer Reihe von 
Versuchen die zu priifenden Praparate kiirzere oder lingere Zeit nach 
der Insulininjektion, also vor Ausbruch der zu erwartenden Kriampfe 
gespritzt, in anderen erst nach Auftreten derselben. Die Einzelheiten 
sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen 


Dioxyacetonversuche, 





Ss + ey . 
=+ = = 
sin z 2 - 2, x z = Krimpfe Blutzucker in mg-Proz 
Nr. Gew = & 2o™cE 23% nach Stunden nach der Injektion Bemerkungen 
s™ S2Vts sze Stunden 
ge 458" cS 
Ex oss > 2 3'/4,51618 | 20 
Prophylaktisch 
1 100 45 5g 9s 58 30 
(gleich 
zeitig) 
2 1100 Lo lhnach 100 58 63 46 
5g 
3 1200 8 lhnach 106 70 80 53 
4g 
4 1300 6 lh nach 120 65 110 70 
3g 
Therapeutisch. 
5 1100) 45 26 nach 92 2Stdn. 19 - 80 51 
5g 
6 WMO 6 2h nach 120 2Stdn. 45 93 
4g 
7:12530 8 35 nach 109 3Stdn. 46 5l 
6g 
8 1100 10 3h nach 125 3Stdn. 60 72 
8g 
9 1700 45 2h nach 107) 2Stdn. 33. 91 88 89 56 


32g 














ee ee 
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Alaninversuche. 





Nr. Gew. 
10 1000 
Il 1500 


12 1300 


13 «1300 


14 1500 


15 1400 


16 900 


17 1300 


Is 1250 


19) «1500 
% 1700 
21 1100 


22 «1600 


Insulin in alten 
Einheiten 


klin. 


Substrat 
Injektionszeit 
nach d. Insulin: 
injektion und 

Menge 


Jb nach 
$y 

Ih nach 
5g 

‘4b nach 
lg 

per os 


3/.b nach 


22 
per os 
yb nach 

4g 
per Os 
bh nach 

Lig 
per os 
‘yb nach 

Lig 
per os 
Ih nach 

25¢ 


per os 


2h nach 
2g 
3. nach 
5g 
2h nach 
5g 
39 nach 
4g 
2h nach 
3g 


injektion 


Blutzucker 
vor der Insulin: 


6 


91 


106 


05 


126 


120 


142 


138 


ToD 


126 


Krampte 


Stunden 


Prophylaktisch. 


42 26 

30 25 

60 54 

58 50 

40 32 

60 

3 und 44 


4 Stdn. 


Therapeutisch. 
2Stdn. 48 


mo 


ty 
3 


Blutzucker in mgeProz 
nach Stunden nach der Injektion 


Bemerkungen 


10 


Matt 


Nech 24 Stdn 
+ gefunden 


Die Krampte 
durch je 15g 
Alanin kupiert 


Die Krampfe 
durch je 1,5¢ 
Alanin kupiert 


44 


Die Injektionen nach Auftreten des hypoglykamischen Symptomen 
komplexes sind im folgenden als therapeutische angefiihrt. Die vor 
Auftreten der Symptome verschieden lange nach dem Insulin ver 
abreichten Injektionen werden als prophylaktische bezeichnet 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB Dioxyaceton, in entsprechender 
Menge gleichzeitig mit oder kurz nach (bis zu einer Stunde) gréBeren 
Insulindosen injiziert. das Auftreten hypoglykamischer Erscheinungen 
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hintanzuhalten vermag. Verfolgt man den Blutzuckergehalt der 
Versuchstiere, so sieht man, daB die Senkung im Gefolge der Insulin- 
injektion bei dieser Art der Dioxyacetonverabreichung nicht so hoch- 
gradig ist wie sonst, dafiir aber langer anhaltend. Spritzt man 
das Dioxyaceton therapeutisch, d. h. nach Ausbruch hypoglykamischer 
Krampfe, so werden letztere prompt sistiert. Dabei ist die Blutzucker- 
steigerung, die infolge Dioxyacetoninjektion eintritt, einerseits ge- 
wohnlich nicht bedeutend, andererseits scheint auch der Wieder- 
anstieg zu Normalwerten verzégert zu werden. 

Die auffalligste Wirkung aber zeigte das Alanin. Dieses ist im- 
stande, sowohl bei peroraler wie bei subkutaner Zufuhr das Auftreten 
hypoglykimischer Erscheinungen zu verhindern, wenn man es in 
geeigneten Mengen, etwa Il Stunde nach der Insulininjektion, den 
Tieren zufiihrt. Dabei kommt auch die Eigenschaft, die Reduktions- 
werte im Blute fiir mehrere Stunden niedrig zu halten, also die Insulin- 
wirkung zu protrahieren, besonders deutlich zum Ausdruck. Bei 
therapeutischer Anwendung, d. i. also bei Injektion unmittelbar nach 
Ausbruch der Kriampfe, wirkt Alanin ebenso prompt wie Trauben- 
zucker oder Dioxyaceton. Mit letzterem hat es auch die Fahigkeit 
gemein, die Blutzucker herabsetzende Wirkung des Insulins zu _ ver- 
langern. Sehr instruktiv ist in dieser Hinsicht z. B. unser Versuch 22. 
Es handelt sich dabei um ein Kaninchen, welches nach Injektion von 
5 klinischen Einheiten Insulin, bei einem relativ hohen Blutzucker 
(63 mg-Proz.), einen typischen hypoglykimischen Anfall hatte. Dieser 
verschwand auf Alanininjektion sofort. Die Blutzuckerwerte, die wir 
in den nachsten Stunden erhoben, waren nur voriibergehend héher 
als der Hypoglykimiewert, sanken dann weiter ab und hielten sich, 
ohne daB neuverlich hypoglykamische Erscheinungen beobachtet worden 
waren, mehrere Stunden lang unter dem Werte, bei dem urspriinglich 
Krimpfe aufgetreten waren. Wir haben also im Alanin ein Mittel, 
welches die hypoglykimische Intoxikation nach Insulin nicht nur 
hintanhalt, sondern gleichzeitig auch die depressorische Wirkung des 
Pankreashormons vertieft und verlangert. 

Im Gegensatz dazu stehen unsere Versuche mit Alkohol und 
Glycerin, die vollstandig negativ verlaufen sind und auf deren Repro- 
duktion wir deshalb verzichten. Diese beiden Mittel wirken zwar 
Blutzucker steigernd, ohne aber imstande zu sein, die Insulinkrampfe 


zu beheben oder zu verhiiten. 

Von den weiteren Versuchen seien noch kurz die mit Acetaldehyd 
und mit brenztraubensauren Salzen erwahnt. Erstere Substanz kommt 
schon infolge ihres niederen Siedepunkts (21°) fiir praktische Anwendung 
nicht in Betracht. Wir haben es nur aus theoretischem Interesse in 
Versuch gezogen. Es zeigte sich aber, dab es in einigermaben wirk- 
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samen Mengen stark giftig ist. Auch die brenztraubensauren Salze 
sind nicht unschadlich und scheiden daher aus unseren therapeutischen 
Bestrebungen aus. Es handelt sich bei diesen beiden Kérpern um 
Substanzen, welche zwar die Blutzucker herabsetzende Wirkung des 
Insulins neutralisieren kénnen, nicht aber die toxische. Da auch diese 
Versuche ergebnislos waren, sehen wir von ihrer Wiedergabe ab. 

Analog den widersprechenden Befunden, die andere Autoren mit 
milchsauren Salzen erhalten haben, haben auch wir keine eindeutigen 
Befunde erheben kénnen. Zwar gelang es in manchen Fallen, bei ent- 
sprechender Dosierung und rechtzeitiger Einverleibung der milch- 
sauren Salze, nicht nur Krampfe zu verhiiten, sondern auch eine relativ 
langdauernde Blutzuckersenkung zu erzielen, doch konnte eine derartige 
Wirkung nicht mit Sicherheit erzielt werden. Die therapeutischen 
Lactatversuche waren insofern vollig ergebnislos, als zwar wiederholt 
ein Wiederanstieg des unter Insulin gesunkenen Blutzuckers beobachtet 
werden konnte, die Kriampfe aber unbeeinfluBt blieben oder erst nach 
langerer Zeit aufhérten. Wir haben groBe Versuchsreihen mit ver- 
schiedenen Lactaten unter wechselnden Bedingungen angestellt. Da 
die erhaltenen Versuchsresultate vollstandig ungleichmaBig waren 
und wir daher aus ihnen keinerlei Schliisse ziehen kénnen, so sehen wir 
von der Reproduktion der Versuche ab. 

Aus der Tatsache, da® die einzelnen zur Bekimpfung des hypo- 
glykimischen Schockes verwendeten Substanzen auf Schock und 
Blutzucker wiederholt ganz verschieden wirken, geht hervor, daB 
die den Blutzucker senkende Fahigkeit des Insulins nicht identisch 
ist mit der Krampf auslésenden. Man mu8 vielmehr, wie es bereits 
von mehreren Autoren geschehen ist, eine mehr oder weniger weit- 
gehende Unabhangigkeit der beiden Wirkungen voneinander annehmen. 

Fassen wir die Ergebnisse zusammen, so laBt sich sagen, dab: 

1. Dioxyaceton und vor allem Alanin imstande ist, sowohl nach 
peroraler wie subkutaner Verabreichung, die gleichzeitig oder ver- 
schieden lange Zeit nach einer Insulininjektion, aber noch vor Auf- 
treten der Kriimpfe erfolgt, den hypoglykimischen Symptomen- 
komplex hintanzuhalten, trotzdem der Blutzuckerspiegel mehrere 
Stunden niedrig bleibt. 

2. Dioxyaceton und Alanin bei parenteraler Zufuhr die nach 
entsprechenden Insulingaben auftretenden Krampfe sistieren 

3. Verabreichung von Lactaten wegen ihrer unzuverlassigen 
Wirkung zur Vermeidung hypoglykimischer Erscheinungen unge- 
eignet ist. 

4. Acetaldehyd, brenztraubensaure Salze, Glycerin und Alkohol 
sich als ungeeignet erwiesen, Insulinintoxikationen prophylaktisch oder 
therapeutisch zu beeinflussen. 
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Uber die Beeinflussung der Insulinwirkung 
durch Organextrakte, Ergotamin und Histamin. 


Von 
Fritz Silberstein und Siegfried Kessler. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie det 
Universitat. Wien.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


Mit 1! Abbildungen im Text. 


Die groben Erfolge des Insulins werden durch die Fliichtigkeit 
seiner Wirkung eingeschrankt. Dazu kommt, daB die durch das Insulin 
bedingte Blutzuckersenkung von einer Erhéhung des K H-Spiegels 
im Blute gefolgt ist. Diese wurde von Abe, Jukujiro, Tscheboksaroff 
und Malkin, Poll, Canon, Mec Iver und Bliss auf eine kompensatorische 
Adrenalinausschwemmung bezogen. Bei den Versuchen, inoperable 
Tumoren bei Menschen, sowie Impf- und Teertumoren bei Mausen 
durch langdauernde Insulinbehandlung zu beeinflussen, machte sich 
dieses Verhalten stérend bemerkbar. Wir haben daher nach einer 
Methode gesucht, um die Insulinwirkung zu verstirken, d.h. um sie 
zu verlangern und um die kompensatorische Steigerung des Sympathicus 
tonus hintanzuhalten. Bei der bekannten engen Korrelation der Inkret 
driisen lag es nahe, zunachst die gegenseitige Beeinflussung der Inkrete 
zu priifen. Als die am leichtesten und genauesten in wiederholten 
Untersuchungen bestimmbare Priifung wurde die Blutzuckeranalyse 
gewahlt 

Methodik. 

Die Versuche wurden an Kaninchen von }500 bis 2200 g¢ vorgenommen, 
die bei der im Institut tiblichen gemischten Ernahrung eingestellt waren 
Riiben, Blatter und Heu). 24 Stunden vor dem Versuch erfolgte die letzte 
Fiitterung. Die Bestimmungen wurden mit der neueren Bangmethode 
unter Verwendung von Weisskélbchen vorgenommen. Es wurden selbst 
redend Doppelbestimmungen und die Versuche selbst immer an zwei 
Tieren gemacht. Einzelheiten sind aus der Ubersichtstabelle, den 
Kurven und Versuchsbesprechungen zu entnehmen. Die in Kombination 
mit Insulin verwendeten Praparate wurden vorher allein gepriift, um 
zunéchst ihre Wirkung auf den Blutzucker ohne Insulin festzulegen. 


»>* 
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I. Hypophyse. 


Hypophysis cerebri (pars anterior) ,,Sanabo‘‘ bewirkt in unseren 
Versuchen nach einer voriibergehenden Blutzuckersteigerung einen Abfall 
der Kurve, der etwa 3 Stunden nach der Injektion den tiefsten Punkt 
erreicht, um dann ziemlich rasch wieder zum Ausgangswert zuriickzukehren 
(Versuch 5 und 6). Hypophysis ,,Richter*S 148t die primére Blutzucker- 
steigerung vermissen und bewirkt lediglich eine ma&Bige Hypoglykamie 
(Versuche | und 2). Pituisan ,,Sanabo“, ein Hinterlappenpraparat, erzeugt — 
iibereinstimmend mit den Befunden, die Burn, Zloczower u. a. mit Ahnlichen 
Praparaten erhoben haben — eine Steigerung des Blutzuckers, die zwar 
rasch zuriickgeht, aber doch langere Zeit nachweisbar bleibt (Versuche 15 bis 
20 einschlieBlich). In Kombination mit Insulin sehen wir nach Hypophysis 
, Sanabo™ eine zweifache Wirkung: Der Blutzucker sinkt oft nicht so tief, 








Abb.1. 1,5ccm Hypophysin .Sanabo* + 1 Kanincheneinheit Insulin in vitro 


wie es der Insulinwirkung allein entsprache (Versuch 7). Dementsprechend 
kommt es auch nicht zu hypoglykimischen Erscheinungen (Versuche 7 
bis 12 einschlieBlich). In manchen Fallen beobachtet man sogar eine geringe 
Blutzuckersteigerung (Versuche 12, 13, 14). Spritzt man waéhrend dieser 
Insulin nach, so treten nunmehr in ganz kurzer Zeit Krampfe auf (Versuche 13, 
14). Ferner sehen wir, da8 die Insulinwirkung durch gleichzeitige Injektion 
dieses Préparats wesentlich protrahiert wird. Dies kommt in vielen Fillen 


darin zum Ausdruck, da8 der Blutzucker durch lange Zeit bis zu 
30 Stunden nach der Insulininjektion — um ein deutlich erniedrigtes 


Niveau schwankt. In anderen Fallen ist die Senkung des Kohlehydrat- 
spiegels im Blute zwar nicht so deutlich ausge- 


~ ‘ : aie 
‘ sprochen, aber es fehlt jedenfalls auch hier jede An- 
N deutung einer kompensatorischen Hyperglykamie 
j | (vgl. Versuche 7 bis 10 und Kurve 1). Spritzt 


i. man 10 Stunden nach der Insulin-Hypophysin 
injektion letzteres nochmals nach, so kommt 
es nunmehr zu einer langdauernden, wenn auch 
nur m&Bigen Hyperglykamie (Versuche 11, 12) 








y » _.. Die zweite Hypophysininjektion fiihrt also 
Pi —re nicht zu einer Verstarkung der durch die erste 
’ Y 3 ay Injektion bewirkten Verlaingerung der Insulin- 
wirkung, sondern es kommt zu einer Blutzucker- 
Abb. 2. steigerung. 
1.5 ccm Pituisan Pituisan + Insulirinjektion bedingt eine 


+ 1 Kanincheneinheit Insulin 
in vitro. 


plétzlichere Blutzuckersteigerung wie Pituisan 
allein. Diese geht aber rasch vorbei (Versuche 21 
und 22, Kurve 2). Die Wirkung von Hypophysenextrakten auf den Blut- 
zucker und ihr Einflu8 auf die Insulinwirkung wurde bereits wiederholt 
gepriift. So fanden Joachimoglu und Metz bei gleichzeitiger Anwendung 
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von Insulin und Hypopbysenextrakt eine antagonistische Beeinflussung 
der Insulinwirkung durch das Hypophysenpraparat. Moelig und Ainslee 
beobachteten Aufhebung der Insulinwirkung auf den Blutzucker durch 
Hypophysenhinterlappen. Den gleichen Antagonismus konstatierten auch 
Burn, Voegtlin, Thompson und Dunn, Magenta und Biasotti. Lawrence 
und Hewlett beobachteten gleichfalls Unterdriickung der Insulinwirkung 
durch Hypophysin und berichteten ferner, daB diese durch gleichzeitige 
Ergotamingabe aufgehoben werden kann. 

Die von uns bei Verwendung von Hypophysis cerebri ,,Sanabo* beob- 
achtete Verlangerung der Insulinwirkung und vor allem das Ausbleiben 
der reaktiven Hyperglykamie ist soweit uns die Literatur zuganglich 
war nicht beschrieben worden. 


II. Thyreoidea. 


Thyreoidea ,,Richter* allein erzeugt in Uhereinstimmung mit alteren 
Erfahrungen in einem von zwei Versuchen eine leichte Blutzuckersteigerung 
(Versuche 23, 24 nicht ausgesprochen). In Kombination mit Insulin laBt 
sich eine eindeutige Beeinflussung der Wirkung des letzteren nicht fest- 

» 


stellen (Versuche 25 und 26). 


III. Parathyreoidea. 


Parathyreoidea’ ,,Richter*‘: intravendse Injektion beeinfluBt den 
Blutzucker in den ersten Stunden nicht sonderlich. Bei haufigen Unter- 
suchungen in kurzen Intervallen findet man Schwankungen, die nicht wesent 
lich nach oben oder unten gerichtet sind. Etwa 4 Stunden p. inj. beginnt 
manchmal der Zuckerspiegel herunterzugehen, erreicht um die 12. Stunde 








Abb. 3. 1.5ccm Parathyreoidin ,Richter* + 1 Kanincheneinheit Insulin in vitro 


den niedrigsten Wert und steigt dann allmahlich wieder zum Ausgangswert 
an (Versuche 27 bis 30 einschlieBlich, 33, 34). In Kombination mit Insulin 
kommt es zu einer protrahierten Blutzuckersenkung, die gleichfalls etwa 
nach 12 Stunden das Minimum erreicht, ohne daB es jedoch in uaseren 
Versuchen zu Krampfen gekommen ware. Der dann einsetzende Blut 
zuckeranstieg iiberschreitet den Ausgangswert nicht (Versuche 35 und 36, 
Kurve 3). Parathyreoidin ,,Sanabo“ hatte die gleiche Wirkung wie Para- 
chyreoidin Richter (Versuche 37, 38). Winter und Smith, Forest haben eine 
Verstarkung der Insulinwirkung durch Parathyreoidin gefunden. Lévai 
und Waldbauer beobachteten Blutzuckersenkung ohne Kriimpfe auf Para- 
thyreoidin allein, ferner Ausbleiben der Krampfe trotz niedriger Blutzucker 
werte bei Kombination von Insulin Parathyreoidin. 
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IV. Thymus, Testikel, Ovarium. 

Thymusextrakt ,,Richter“: Allein ohne konstante Wirkung auf den 
Blutzucker (Versuche 39, 40). In Kombination mit Insulin keine sichere 
Beeinflussung des hypoglykaémischen Effekts (Versuche 41, 42). 

Testikelextrakt .,Richter‘‘ bewirkte nach bald _ voriibergehendem 
leichtem Anstieg eine maBige Senkung (Versuche 43, 44). In Kombination 
mit Insulin verdeckte er zunaéchst die Insulinwirkung. Der Blutzucker 
nahm in den ersten beiden Stunden nur ganz unwesentlich, spaiter etwas 
stirker ab. Im ganzen kann man sagen, daf dieses Priparat die Insulin- 
wirkung abschwacht (Versuche 45, 46). 











Abb. 4. Ovosan + Insulin. 


Glanduovin .,Richter‘, ein Ovarialpriaparat, allein macht eine plétz- 
liche, ziemlich hochgradige Hyperglykamie (Versuche 47, 48). In Kombination 
mit Insulin wirkt es in einem Versuch im Sinne einer Protrahierung der 
Insulinwirkung (Versuch 49), im anderen bringt es einen akuten Absturz 
des Blutzuckers unter Krampfen mit sich (Versuch 50). 

Ovosan ,,Sanabo“ fiihrt bei intravenédsen Injektionen schon an sich 
zu einer mehr oder weniger langen und mehr oder minder starken Blut- 
zuckersenkung (Versuche 51, 52). In Kombination mit Insulin protrahiert 
es dessen Wirkung (Versuche 53, 54). Spritzt man 4 Stunden nach einer 
kombinierten Injektion Insulin nach, so kommt es zu einer deutlichen 
Insulinwirkung, deren Intensitaét von individuellen Momenten (Ernahrungs- 
zustand usw.) abhangt (Versuche 57 und 58). Gibt man 4 Stunden nach 
einer kombinierten Injektion Ovosan nach, so fiihrt dieses keine wesentliche 
Beeinflussung der Blutzuckerkurve herbei (Versuche 55 und 56, Kurve 4). 


V. Ergotamin und Histamin. 


Der Versuch, die Insulinwirkung durch Herabsetzung des Sympathicus- 
tonus zu verstarken und zu verlangern, schien aussichtsreich. Durch Dales u. a. 
Untersuchungen wissen wir, daB Ergotamin die erregenden sympathischen 
Impulse zu hemmen imstande ist. Der Antagonismus zwischen Adrenaiin 
und Ergotamin, die Verstaérkung der Depressorwirkung durch dasselbe 
(Rothlin) legten den Gedanken nahe, dieses in den Kreis unserer Unter- 
suchungen zu ziehen. Da die primire Wirkung des Ergotamins auf den 
Blutzucker zwar bereits verschiedentlich untersucht worden ist, die Ergeb- 
nisse aber widersprechend sind (Burn, Lesser und Zip/f, Rothlin u. a.), 
haben wir zundéchst das uns von der Firma Sandoz freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellte Praparat in dieser Richtung gepriift. Rothlin weist darauf 
hin, daB groBe Dosen davon nicht nur quantitativ, sondern auch qualitativ 
anders wirken als kleine. Wir haben daher auch in unseren Versuchen 
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verschieden grobe Gaben gespritzt. 1, mg beeinflubt den Blutzucker 
zunachst nicht wesentlich. In den meisten Fallen kommt es zu einer leichten 
Depression der Werte, die nach 4 bis 5 Stunden reichlich ausgeglichen ist 
(Versuche 59, 60, 63, 64). Wiederholt man nach fiinf Stunden die Injektion, 
so kommt es zu einer deutlichen Senkung der Zuckerwerte (Versuche 61 
und 62, Kurve 5). Injektion groBer Dosen, 5 bis 10 mg fiir 2000 g Kaninchen, 
wurde in unseren Versuchen ohne sichtliche Schadigung ertragen. Die 
Wirkung war nicht gleichmaBig. In dem einen Versuch zeigten beide Tiere 
leichte Blutzuckersenkungen (Versuche 67 und 68), in dem zweiten dagegen 
einen Anstieg der Reduktionswerte 

(Versuche 69 und 70). Auch bei Ver- wy 

wendung mittlerer Dosen (2,5 mg) 
kam es zu einem Blutzuckeranstieg 





Abb. 5, Ergotamin Abb. 6. Ergotamin + Insulin 


(Versuche 65 und 66). Wovon die Verschiedenheit der Wirkung abhangt, 
kénnen wir nicht angeben. Im allgemeinen zeigt sich aber, daB kleine 
Ergotaminmengen eher depressorisch auf den Blutzucker wirken als mittlere 
und groBe. Diese fiihren manchmal zu einem leichten Anstieg der Blut- 
zuckerkurve. In Kombination mit Insulin zeigte sich bei Verwendung 
kleiner und mittlerer Ergotamindosen eine verlingerte depressorische 
Wirkung (Versuche 75 und 76, Kurve 6). GroBe Ergotamingaben schwiachten 
die Insulinwirkung ab (Versuche 77 und 78, Kurve 7), so daB es sogar zu 





Abb. 7. 


einem initialen Blutzuckeranstieg vor dem Abfall kam. ‘Wurde 3 Stunden 
nach Einverleibung 4% mg Ergotamins Insulin gespritzt, so kam es zu einer 
Blutzuckersenkung, die sehr lange anhielt (Versuche 81 und 82, Kurve 8). 
Noch deutlicher zeigt sich der Synergismus der beiden Praparate, wenn 
man zuerst Insulin oder Insulin Ergotamin und 3 bis 4 Stunden nachher 
nochmals Ergotamin spritzte (Versuche 73 und 74, 83 und 84, Kurven 9 
und 10). 

Im Hinblick auf die bekannte Wirkung des Histamins auf das autonome 
Nervensystem wurden zum SchluB noch einige Versuche damit unter- 
nommen. Es zeigte sich hierbei, daB kleine Dosen nach rasch voriiber 
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gehender Blutzuckersenkung zu einem, wenn auch nicht bedeutenden, so 
doch deutlichen und langdauernden Anstieg des K H-Spiegels fiihren 





Abb. 8. 








Abb. 9. 





Abb. 10. 





Abb. 11. Histamin + Insulin. 


(Versuche 87 und 88). GréBere Dosen, die nahe der tédlichen liegen, aber 
noch symptomlos vertragen werden, fiihren nach einiger Zeit (2 bis 3 Stunden) ; 
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zu einer mehrere Stunden anhaltenden Depression des Blutzuckerspiegels 
(Versuche 89 und 90). Kombiniert man eine derartige Dosis mit Insulin, 
so kommt es rasch zu Krampfen, denen die Tiere erliegen, wenn nicht 
sogleich Traubenzucker infundiert wird. Dabei liegt der Zuckerspiegel 
noch weit iiber dem sonstigen Krampfniveau (Versuche 91 und 92). Kom- 
biniert man Insulin mit kleinen Histamindosen, so sinkt der Blutzucker 
sehr stark, ohne da®B es bei diesem tiefen Niveau zu hypoglykémischen 
Erscheinungen kame (Versuche 93 und 94, Kurve 11). 


Diskussion. 

Uberblicken wir die angefiihrten Versuche, so sehen wir, daB von 
den verschiedenen Hormonpraparaten lediglich Parathyreoidin, Hypo- 
physin und Ovosan die Insulinwirkung verstarken. Dabei wirkt das 
Nebenschilddriisenpraparat nicht in dem Sinne, daB es die Depression 
der Blutzuckerwerte verstirkt, sondern dadurch, daB es die kom- 
pensatorische Hyperglykamie hintanhalt und den Wiederanstieg der 
Reduktionswerte des Blutes verzégert. Die gleichen Ergebnisse er- 
zielten wir mit Hypophysin. 

Da Parathyreoidin allein sogar eine Blutzuckersteigerung hervor- 
rufen kann, Hypophysin (Sanabo) allein auf den Blutzucker nicht 
eindeutig und jedenfalls nur unbedeutend und voriibergehend wirkt, 
kann man die langdauernde Verinderung des Blutzuckerspiegels in 
den Kombinationsversuchen (Insulin + Hypophysin bzw.  Para- 
thyreoidin) nicht als einfache Summationswirkung auffassen. Anders 
diirfte die Ovosanwirkung zu werten sein. Dieses ruft schon allein eine 
Depression des Blutzuckerspiegels hervor, trotzdem ist die Insulin- 
wirkung nicht vertieft, sondern nur verliangert. 


Ganz ahnlich der Wirkung dieser Inkrete ist die des Ergotamins. 
Es kommt bei gleichzeitiger Injektion mit Insulin nicht zu einer Addition 
der Wirkungen im Sinne einer verstarkten Depression der Zuckerwerte, 
sondern zu einer Verlingerung der Blutzuckersenkung. Dieses Ver- 
halten bestatigt die Annahme, daB das Ergotamin als ein proteinogenes 
Amin aufzufassen ist, das den Stoffwechsel wie ein Inkret beeinfluBt. 
Kombiniert man Insulin mit Histamin, so kommt es zu einer Ver- 
stirkung der blutzuckersenkenden Insulinwirkung, ohne dab diese 
jedoch merklich verlangert wiirde. 


Zusammenfassung. 


Parathyreoidin, Hypophysin, Ovosan (Sanabo), sowie Ergotamin 
(Sandoz) protrahieren die Insulinwirkung, trotzdem die Intensitat der 
Blutzuckersenkung durch Hypophysin und Ovosan gewoéhnlich ab- 
geschwacht wird. Histamin verstarkt in entsprechender Dosis die Insulin- 
wirkung, ohne sie zu verlingern. 
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Nr Injiziertes Praparat 

Niichtern nach !/5 1 2 3 4 5 

1 | Hypophysin,Richter-,; = 100 82 106 99 i 
21 15cem iv. | 124 105 9 100 : 
3 | Dasselbe ; 140 75 45 28 126 103 
4 | Insulin, 1 K.-E.i.v. | 87 60 53 69 102 53 

5 | Hypophysin ,Sanabo~,| 115 117 140110 81 117 

6 | L5ecem i.v. | 101 130 122 140 85 100 

7 Dasselbe j 123 103 96 82 95 89 

8 Insulin, 1 K.-F.i. v. | 150 143 96 59 67 81 : 
9) Dasselbe { 132 : 112 1 
10 | Insulin, 1 K.-E. i. v. | 130 79 

11 my ; 102 M5 
12 || Wie 9, 10 i = = | 4 
13 | nia a ; 113 1222) 
4 | Wie 9, 10 100 1102) 

15 | Pituisan .Sanabo*, {| 133 220 150 «6140150 

16 | L5cem Lv. | 150 180 140 «=6130—i140 

17 | =e | 134 200 169 «170 «159 | 

18 Dasse Ibe 140 200 77 | 

19 |) { 132 171 128 140 132 

Yasselbe, subk 

20 | Dasselbe, subkutan 140 150 134 145 «128 | 
21 Dasselbe { 113 150 9 4115 Iii 109 
22 Insulin, 1 K.-E.i.v. | 123 190 108 =Itt 110 113 
23 | Thyreoid. ,Richter*, | 100 121 86 
24 | 15cem i.v. | 108 101 105 
25 | Dasselbe | 93 56 98 53 46 Kr.| 
26 | Insulin, 1 K.-E.i.v. | 114 100 50 82 60 98 | 
27 | Parathyr. .Richter~, | 127 107 118 (128 124 
28 | L5icem iv. | 119 150 130 125 140 
29 |} — | 96 98 160 130 120 136 
30 | Dasselbx | 100 98 110 «#130 )=«110 130 | 
31 | Dasselbe | 92 109 42 58 77 84 
32 | Insulin, | K.-E.i.v. | 99 59 46 43 54 5 
33 | 1. OF 98 ( 148 143 
34 | Wie 27, 28 | 126 y 148 
35 | 1 an 99 | 160 141 
36 | Wie 31, 32 148 142 
37 | Parathyr. ,Sanabo~ | 94 62 _ 
38 | Insulin, 1 K.-E.i.v. | 105 69 
39 | Thymus .Richter*, | 117 121 116 
40 | 1L5cem i. v. | 108 101 115 ? 
41 | Dasselbe | 103 62 91 KrJ ; 
42 | Insulin, 1 K.-E.i.v. | 82 57 21 57 20 103 | 4 
43 | Testikelextr. , Richter*,| 64 s4 57 50 41 { 
44 | 15cem i. v. | 69 98 75 4 60 ; 
45 | Dasselbe 80 be 69 67 44 69 

46 | Insulin, 1 K.-E.i.v. | 74 66 63 61 64 
47 | Glanduovin, , Richter“, | 92 169 170 =—170 95 
48 15cem i.v. | 123 -— 177s «W481 
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Nr Injiziertes Praparat 

nichtern nach!) 1 2 3 4 5 ¢ 
49 | Dasselbe |} 140 108 97 87 94 (108 | 
50 {+ Insulin, 1K.-E.i.v.| 148 23Kr 
51 | Ovsan ,Sanabo*, | 121 85 - 
52 | 15 cem i. v. | 107 ay — 96 
53 | Dasselbe | 106 66 
54 |+ Insulin, 1 K.-E.i.v.| 101 7 61 
57 | 1. ae & {| 100 , 69, bald darauj 
58 | Wee 68, 6 || 84 ue! bas ew) 
55) a {| 110 91, 60 
56 | Wie 53, 54 1 110 _ _ 7 ) 75 
59) Ergotamin, | 100 94 92 100 
60 | 0,0005 cem i. v. 1 896 9 «91 104 
61 | eer a | 100 98 120, 
62 | meee 1 100 — 10 ‘ ~ 92°) , 
63 | ss | 102 72 
64 | Dasselbe 94 — — 86 
65 | Ergotamin, { 67 81 77 ~=+67 70 | 
66 | 0,0025 ccm i. v. | 63 68 96 | 
67 |} Ergotamin, {| 100 92 108 102 9 85 | 
68 | 0,005 cem i. v. | 103 96 80 91 | 
69 | Ergotamin, ; 110 130 105) 110 128 
70 | 0.01 cem i. v. i 120 123. 130) 120 127 110 | 
71 | Ergotamin, 0.0005 cem | 77 we pe - 57 ‘) 28 Kr] 
72 {+ Insulin, 1 K.-E. i. v.| S4 72 = 7 
73 —— { 103 : 89,, 73 
74 | wae va, WS | me) — | 35) 19KrJ : 
75 | Ergotamin, 0,0025cem{ 140 — - 39 41 43 
76 |+ Insulin, 1 K.-E.i. v.) 120 107 S6i - 60 51 
77 | Ergotamin, 0,005cem { 116 140 128 70 85 7 
78 |+ Insulin, 1 K.-E.i. v.| 125 121 65 7 117 94 78 
79 | rr. mo { 137 / 117 
80 | Wie 77, 78 1 196 - 102 _— ‘ 
81 | Ergotamin, } 102 x 726) ae t 
82 | 0.0005 cem i. v. | 94 o 86 - , 
83 "fae 407) — | 60 
84 | Insulin, 1 K.-E. i. v. | 100 — 35 Kr. 
85 | es { 108 68 , f 68 
86 | Dasselbe | 102 46 56 
87 | Histamin, 0,000lcem { 108 91 125 128 ae 105 
88 | i. V. | 90 81 130 135 110 
89 | Histamin, 0,00025cem{ 100 120 68 7 78 : 
90 | i. V. | 90 7 90 68 31 
91 | Wie 89, 90 j 110 87 — 30Kr] 
92 {+ Insulin, 1 K.-E. i. v.) Versuchstier sofort tot 
93 | Histamin, 0,000leem { 80 —— 37 80 oo oes _ & 
94 |+ Insulin, 1 K.-E. i. v.} 87 37 80 % 
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Bestehen Beziehungen 
zwischen Isoagglutination und Beschleunigung 
der Blutkiérperchensenkungsgeschwindigkeit ? 


Von 
Wilhelm Schloss. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 


Universitat und der chirurgischen Abteilung des Rothschildspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1926.) 


Seit den grundlegenden Ergebnissen von Fahraeus sind die Ursachen 
der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) in einer groben 
Reihe von Arbeiten Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen 

Im allgemeinen kommen die Autoren zu dem Schlusse, daB die 
Ursache der beschleunigten BSG in einer Agglutination der Blut- 
kérperchen (Bk) gelegen sei. Diese wird zum Teil auf physikalisch- 
chemische Veranderungen an der Bk-Oberflache und im Plasma zuriick 
gefiihrt, zum Teil auf die Lipoide, zum Teil auf den verschiedenen 
Fibrinogengehalt bezogen. 

Die groBe, praktische Bedeutung, welche den /soagglutininen im 
menschlichen Blute zukommt, laBt es begreiflich erscheinen, daB nach 
Beziehungen gefahndet wird, welche zwischen gruppenspezifischer 
Substanz und anderen Eigentiimlichkeiten des Blutes bestehen 

Die Frage nach Beziehungen zwischen der BSG und der Isohim- 
agglutination (1H) wurde, soweit uns die Literatur zuginglich, lediglich 
von Richter im Institut Verzars aufgeworfen. Dieser Autor kommt 
zu dem SchluB, daB zwischen der IH und der BSG kein Zusammen- 
hang bestiinde, da er feststellen konnte, daB in jeder 1H-Gruppe ver- 
schiedene BSG vorkommen. 

Uns schien es zunichst interessant, folgende Fragen aufzuwerfen 
LaBt sich die BSG beeinflussen durch Zusiatze kleiner Mengen ver 
schiedener Sera und bestehen Beziehungen zwischen dieser Beein 
flussung und der Gruppenzugehérigkeit der Bk und der Sera ‘ 
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Mit Riicksicht auf die allgemeine Auffassung von der Bedeutung 
der Bk-Agglutination fiir die BSG schien die Beantwortung dieser 
Frage um so wichtiger, als eine Agglutination von Bk im eigenen Plasma 
allen Vorstellungen, die wir iiber derartige Phinomene uns gemacht 
haben, zuwiderlauft. 


Methodik. 


Bei unseren Versuchen gingen wir folgendermaBen vor: Wir ent- 
nahmen von Patienten und gesunden Versuchspersonen nach Bestimmung 
ihrer Gruppenzugehérigkeit Blut, das einerseits in Citrat nach Vorschrift 
von Westergreen, andererseits, zwecks Serumgewinnung, in sterilen trockenen 
Eprouvetten aufgefangen wurde. Es wurde nun die BSG der Blute allein 
bestimmt, sowie nach Zusatz von einem Zehntel Volumen Eigenserums, 
bzw. Serums der eigenen Gruppe, bzw. Serums anderer Gruppen. 

In den Ablesungen hielten wir uns an die Vorschriften von Westergreen. 
Die Geschwindigkeiten, welche wir nach dem Zusatz der einzelnen Sera 
beobachteten, wurden verglichen mit der BSG des unverinderten Blutes. 
Es bedeutet daher in den nachstehend angefiihrten Tabellen Beschleunigung, 
bzw. Gleichbleiben, bzw. Verlangsamung: Die BSG des mit dem betreffenden 
Serum versetzten Blutes, bezogen auf die beim Blute allein nach der Methode 
von Westergreeen erzielten Senkungswerte. 

Wir haben 390 Versuche an 66 Personen durchgefiihrt. (Wiederholungs- 
und Kontrollversuche sind in den Tabellen nicht angefiihrt.) 

Tabelle I gibt eine Ubersicht iiber die Beeinflussung der Senkungs- 
geschwindigkeit (SG) der Bk der vier Gruppen durch obenerwahnte Zusatze 
verschiedener Sera. 

Es zeigt sich hierbei, daB durch Zusatz des gruppengleichen Serums 
es in der tiberwiegenden Mehrzahl der Falle zu einer Beschleunigung der 
BSG kommt. Diese ist besonders deutlich bei Gruppe I (86 Proz.), wihrend 
Gruppe IT nur unwesentlich mehr Beschleunigungen als Verlangsamungen 
in dieser Versuchsanordnung zeigt. Abstrahiert man von diesen, bei Zu- 
sitzen gruppengleichen Serums erzielten Ergebnissen, so sieht man, dab 
im allgemeinen die Verlangsamungen iiberwiegen. Dies geht beinahe noch 
deutlicher aus der niichsten Tabelle hervor, welche nach Seris der einzelnen 
Gruppen geordnet ist und deren Einflu8 auf die SG zeigt. Hier fallt neben 
der beschleunigenden Wirkung der gruppengleichen Sera auf, daB bei den 
Seris der I., II. und III. Gruppe die hemmende Wirkung weitaus iiberwiegt, 
wahrend bei Gruppe IV Beschleunigung und Hemmung gleich gro ist. 

Tabellen III und IV zeigen die Beeinflussung von Bk durch sie agglu- 
tinierende bzw. nicht agglutinierende (nicht gruppengleiche) Sera. Das 
Verhaltnis von Beschleunigung und Verlangsamung bei den agglutinierenden 
Seris ist 14: 26, bei den nicht agglutinierenden 4: 19. 

Betrachten wir noch die Tabellen V und V1, so geht daraus hervor, 
da8 der Zusatz von nitht agglutinierenden, nicht gruppengleichen Seri: 
in der Mehrzahl der Fille Verlangsamung der BSG bedingt (17:4). Bei 
den Seris, die die Agglutination der Bk bewirken, ist zwar auch haufig 
Verlangsamung zu finden, doch lediglich in etwas iiber 50 Proz. der unter- 
suchten Fille. 

Der Isoagglutiningehalt der von uns gepriiften Sera war immer so 
niedrig, da8 in der Verdiinnung 1: 10, in der die Sera zur Wirkung kam, eine 
Ausflockung nicht in Frage kam. Wenn also eine Beeinflussung der SG 
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stattgefunden hat, so war sie jedenfalls nicht auf eine durch den Serum- 
zusatz erfolgte wahrnehmbare Agglutination zu beziehen. Damit steht 
im Einklang, da8 die tiberwiegende Anzahl von Beschleunigungen durch 
Zusatz gruppengleicher erfolgte. Worauf dies zuriickzufiihren ist, labt 
sich weder auf Grund unserer Versuche, noch auf Grund der in der 
Literatur festgelegten Tatsachen erklaren. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor: 

1. daB der Zusatz von Seris verschiedener Gruppenzugehdérigkeit 
die BSG verandert; 

2. daB der Zusatz der artgleichen Gruppe im allgemeinen Be- 
schleunigung der BSG bewirkt. 

3. Aus 2 geht hervor, daB die beschleunigte BSG nicht auf die 
1H zu beziehen ist. 

4. Zusatz gruppenfremder Sera zu Bk-Suspensionen bewirkt in 
der Mehrzah! der Fille Verlangsamung der BSG. 

5. Nur bei den Seris der vierten Gruppe iiberwiegt die Verlang- 
samung nicht iiber die Beschleunigung. Es ist immerhin nicht aus- 
geschlossen, dai dieses Verhalten mit dem Vorhandensein beider 
Isoagglutinine in den Seris dieser Gruppe zusammenhingt 


Tabelle I. 


Verhalten der Bk auf Einwirkung der Sera. 

















Gruppe Beschleunigung Gleich Verlanysamung Zusammen 
Serum 1 6 (86 Proz.) - 1 (14 Proz.) 7 
Serum 2 — - 5 5 
Blut I. 
| , —s ) - 2 3 
4 4 l 3 8 
Serum | l 4 5 
Serum 2 10 (38 Proz.) 6 (31 Proz.) | 6 (31 Proz.) 22 
Blut I : : 
'Serum 3 3 5 8 
| 4 4 3 3 10 
Serum | l l ] 3 
2 3 l 4 8 
Blut III. ¢. a 
Serum 3 10 (83 Proz.) 2 (17 Proz.) - 12 
Serum 4 2 3 4 i) 
~— l 6 6 
. j ” 2 l 5 3 9 
Blut IV . 
” 3 2 4 5 11 
Serum 4 17 (73 Proz.) 2 (9 Proz.) 4 (18 Proz.) 23 
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Tabelle Il. 


Einwirkung der Sera auf Bk. 





Beschleunigung Gleichbleiben Verlangsamung Zusammen 
i I 6 os l 7 
: >» = ] 4 5 
Serum 1 l 2 Ill 1 l l 3 
a — 6 6 
Bk. I — — 5 5 
; [I 10 6 6 22 

, 9) > 

Serum 2 = Ill 3 l 4 S 
<< =F l 5 3 9 
i I l — 2 3 
: . = — 3 5 s 
Serum 3 ” 0 10 2 ae 12 
me. l 5 3 9 
Bk. I 4 l 3 8 
. ae 4 3 3 10 
Serum 4 l " WW 2 3 4 9 
IV 17 2 4 23 


Verhalten der Bk auf 


Tabelle 111. 


Einwirkung der sie agglutinierenden Sera. 





{Serum 
ee 


Bk. II | Serum 
‘ \ 


” 


Bk. I 


moo OO ODO 


Bk. III {Serum 
‘ - 
Bk. IV — 

Zusammen : 


Beschleunigung Gleichbleiben Verlangsamung 


| 5 l 10 
4 6 Ss 
5 3 8 

14 10 26 
Tabelle IV. 


Verhalten der Bk auf Einwirkung der sie nicht agglutinierenden Sera’). 





Bk. I — 
II Serum I 
Ill 2 l 
{Serum l 
Bk. IV : 
eae | 


Zusammen : 


Beschleunigung Gleichbleiben Verlangsamung 


— 1 4 
l l I 
| 3 9 14 
4 ul 19 


') Gruppengleich wurde nicht aufgenommen. 
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Tabelle V. 


Einwirkung der Sera auf Bk die sie agglutinieren. 















Beschleunigung Gleichbleiben Verlangsamung 












Serum | 






ap, 9 (Bk. J =" 

Serum 2 |. TW 3 I ’ 

- | Bk. I | ‘ - 

Serum 3 \. OI l 3 ] 
Bk. I 

Serum 4 <n ; 10 7 10 
Po ae 

Zusammen 14 1] 26 





Tabelk Vi. 


Eimwirkung der Sera auf BK, die sie nicht agglutinieren'). 





Beschleunigung Gleichbleiben Verlangsamung 


| Bk. I] 

Serum | a 2 l 1] 
|” IV 
Serum 2 Bk. IV l 5 3 
3 a l 5 3 
mee - - ~ 
: Zusammen : 4 ll 17 
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Uber einige Wirkungen 
der Alkyl-Resorcincarbonsaiuren und ihre Abhingigkeit 
von der Konstitution der Alkyl-Seitenkette. 


Von 
L. Bleyer. 


(Aus dem hygienischen Institut der Universitit Basel.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


Bei der Priifung verschiedener biologischer Wirkungen des Na- 
Salzes der Hexylresorcincarbonsdure wurde die Beobachtung gemacht, 
daB sich dichte Aufschwemmungen von Kolibakterien nach Zusatz des 
Praiparats rasch aufhellen und bei geniigend starker Konzentration 
fast vdllig klar und durchsichtig werden, wihrend Staphylokokken- 
suspensionen keine Anderung ihres optischen Verhaltens erfahren. 
Kolibakterien sind gramnegativ, Staphylokokken ausgesprochen gram- 
positiv, und es lag daher nahe, zuniachst zu priifen, ob zwischen Gram- 
farbbarkeit und Auflésbarkeit eine gesetzmaBige Beziehung besteht 
oder nicht. Zu diesem Zwecke wurden verschiedene Arten gramnegativer 
Bakterien sowie grampositiver Bakterien und Hefen auf Schrigagar 
geziichtet, die gewonnenen Kulturen mit 0,85 proz. NaCl-Lésung 
abgeschwemmt und die derart hergestellten Aufschwemmungen zu 
gleichen Teilen mit fallenden Konzentrationen von hexylresorcin- 
carbonsaurem Na versetzt. Das Ergebnis dieser Versuche ist aus der 
nachstehenden Tabelle | zu entnehmen; die Prozentzahlen geben an, 
wieviel von dem genannten Priparat dem Gewicht nach im Reaktions- 
volumen enthalten war; das Zeichen + + bedeutet fast véllige Klarung 
der Suspension, + partielle Aufhellung, — Ausbleiben einer makro- 
skopisch wahrnehmbaren optischen Verainderung des _betreffenden 
Reaktionsgemisches. 


Die fixen Gewebszellen der Sdugetierorgane sind bekanntlich eben- 
falls gramnegativ; dementsprechend wurden z. B. dichte Aufschwem- 
mungen von Meerschweinchenleberzellen schon durch 0,5 Proz. hexyl- 
resorcincarbonsaures Na in kurzer Zeit véllig transparent. Dagegen 
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Tabelle I. 





Endkonzentration des hexylresorcincarbonsauren Na 
Art der Mikroorganismen 
Sproz. 3proz. 2proz Iproz. O,5proz. 02proz 

A. Grampositive Arten: 
Staphylococcus aureus . . — 
Pneumococeus ...... —_ 
Sarcina tetrag. . 
Bac. diphtheriae ; 
Bac. tubercul. . .... . — 
Bac. megatherium 
Bac. mycoides ; 
Bac. anthracis. ..... _ 
Bierhefe 

B. Gramnegative Arten: 


a ae ea ae + } 

Bac. dysenteriae 1% - 

Ds + tw 6 68 +4 } 

Pe, CN ie ee Ss ++ + + 

Bact. prodigiosum ... . +4 +--+ + 
Bac. pneumoniae ... . bo bs } 
Bac. pyocyaneus . + 4 

Bac. pseudotuberce. . 

Bact. suicida . 

Vibrio cholerae 


widerstehen die grampositiven Wurzelscheiden der Haare der auflésenden 
Wirkung des Praparats, wie man sich an Gefrierschnitten durch die 
menschliche Kopfhaut tiberzeugen kann. 

Deckfarbige Suspensionen von roten Blutkérperchen werden lack- 
farbig: fiir eine vollstandige Hamolyse sind weit niedrigere Konzentra- 
tionen des Priparats erforderlich als fiir die komplette Aufhellung 
gramnegativer Bakterienaufschwemmungen; im ersten Falle geniigen 
0,05 Gewichtsproz., im zweiten sieht man unter | Proz. meist tiberhaupt 
keine deutliche Wirkung. Die Erythrocyten verschiedener Tierspezies 
sind nicht gleich empfindlich; Hammelblutkérperchen erwiesen sich 
etwas resistenter als Meerschweinchenerythrocyten. Niedere Kon- 
zentrationen des hexylresorcincarbonsauren Na bewirken einen ein- 
fachen Austritt des Hb aus dem Stroma; stirkere Konzentrationen ver- 
andern insbesondere bei langerer Einwirkungsdauer den Blutfarbstoff, 
indem die lebhaft rubinroten Lésungen eine briaunliche Farbe an- 


nehmen. 

Die Sache liegt somit in der Tat so, daf eine 2- bis 3 proz. Lésung 
von hexylresorcincarbonsaurem Na geradezu als Reagens auf die Gram- 
positivitat bzw. Gramnegativitdt einer beliebigen Zellart betrachtet werden 
darf. Die 10proz. Lésung des Praparats zeigte bei elektrometrischer 
und kolorimetrischer Bestimmung einen py-Wert von 7,22, war also 
neutral‘; eine Laugenwirkung kam daher als Ursache des hier be 
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schriebenen Phinomens nicht in Betracht. Diese Feststellung erschien 
mit Riicksicht auf eine Angabe von Deussen') wichtig, derzufolge sich 
nach Versuchen von Kruse nur gramnegative, aber nicht grampositive 
Bakterienspezies in 1 proz. Kalilauge auflésen; das von uns verwendete 
Na-Salz wurde durch Absattigung der Hexylresorcincarbonsiure mit 
Natronlauge gewonnen, und man muBte daher jedenfalls daran denken, 
daB dem Salze noch erheblichere Laugenreste anhaften kénnten. Da 
sich dieser Verdacht nicht bestatigte, war der SchluB gerechtfertigt, 
dap das Lésungsvermégen des hexylresorcincarbonsauren Na fiir gram- 
negative Zellelemente von seiner chemischen Konstitution bzw. von einer 
durch die chemische Konstitution bedingten physikalischen Eigenschajt 
abhdangen diirfte. 

Vorversuche ergaben, daB weder das Resorcin noch das resorcin- 
carbonsaure Na gramnegative Bakterien auflésen, selbst wenn man 
hohe Konzentrationen dieser Stoffe auf die Mikroben einwirken laBt; 
die chemische Grundlage des iytischen Vermégens konnte daher nur 
in das Alkyl oder richtiger in die Beeinflussung des Resorcincarbon- 
stiuremolekiils durch die eingefiihrte Alkylgruppe verlegt werden. Von 
einer Variierung dieses Faktors waren demnach weitere Aufschliisse 
zu erwarten. Die Firma Hoffmann-Laroche in Basel, der wir auch an 
dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen méchten, erklarte sich 
in zuvorkommendster Weise bereit, einige homologe Alkylresorcin- 
carbonsauren herzustellen, und zwar 


COOH COOH COOH 
‘OH OH OH 
C,H, CsH,, CyHis 
OH OH OH 


d.h. Athyl-, Isoamyl- und Heptylresorcincarbonsiure, welche die 
Carboxylgruppe simtlich in f-Stellung enthielten. Die Hexylsaure, 
mit welcher die ersten Experimente angestellt wurden, war ein Gemisch 
der isomeren f- und y-Verbindung: 


COOH 
‘OH ( OH 
+ | 
C,Hys Coys COOH 
OH OH 
8-Saure y-Saure 


Wir waren aber spater in der Lage, mit reiner 8-Hexylresorcincarbon- 
siure zu arbeiten, und konnten uns iiberzeugen, daB ihre lésenden 
Figenschaften weder qualitativ noch quantitativ von jenen des f- + y- 
Gemisches differierten. 


1) Zentralbl. f. Bakt., Orig. 85, 272, 1918. 
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Aus den Sauren wurden die Na-Salze hergestellt, in verschiedenen 
Konzentrationen (nach Gewichtsprozenten) in Wasser gelést und ihr 
Lésungsvermégen fiir dichte Suspensionen von Dysenteriebazillen sowie 
fiir 5 Proz. Aufschwemmungen von gewaschenen Hammelblutkérperchen 
gepriift. 

Tabelle II. 
Auflésende Wirkung der Na-Salze homologer Alkylresorcincarbonsduren au/ 
Shigasche Dysenteriebazillen (Abschwemmungen 24stiindiger Schrag- 
agarkulturen). 





Na-Salz der 5 Proz. 2,5 Proz. | 1,2 Proz. | 0,6 Proz.| 0,3 Proz. 0,15 Proz 





Athyl- Sah eas =e, fE=. = 
Isoamyl- { Resorcin- { —_— — one —_ = ot 
— j carbonséure | +4 ++ of — — = 
Heptyl- +++ t+4++> ++ ++ 4 ~ 
Tabelle III. 
Hiamolytische Wirkung fiir Hammelerythrocyten. 
2 1 0,5 0,2 0,1 0,05 0,02 01 = 0,005 

Ne-Salz der Proz. Proz.| Proz. Proz. | Proz. | Proz Proz. Sonn. Proz 
Athylsiure ..... ae | om) aie Tae | dee | eee | te | ome | om 
Isoamylsaure ‘ c e ec c p ae ae ae 
n-Hexylsaéure c c c c e e — — je 
Heptylsaure . ce c c c ce c c p _ 


Tabelle II lehrt, daB weder die Athyl- noch die Amylverbindung 
(in den gepriiften Konzentrationen) gramnegative Bakterien léste, 
sondern daB dieser Effekt erst beim Hexyl zu beobachten war und 
im Heptyl eine deutliche Steigerung erfuhr. Heptyl léste die gleichen 
Bakteriensuspensionen nicht nur in héheren Verdiinnungen als die 
Hexylverbindung, sondern wirkte auch intensiver, indem sich durch 
die starkeren Konzentrationen (2,5 bis 5 Proz.) eine bis zu vdlliger 
Klarheit fortschreitende Aufhellung erzielen lieB, wihrend die mit dem 
Hexylpraparat angesetzten Gemische auch nach lingerem Stehen 
noch immer leicht getriibt bis opaleszent blieben. 

Entsprechend der bereits hervorgehobenen geringeren Resistenz 
der roten Blutzellen trat die hdmolytische Wirkung (Tabelle I11) schon 
bei der Isoamylsiure auf und stieg dann mit der Verlingerung der 
Kohlenstoffkette der Alkylgruppe kontinuierlich an. Vermutlich ist 
im Heptyl noch nicht das Maximum der zellésenden Kraft erreicht; 
wir hatten aber vorliufig kein dringendes Interesse, dieses Maximum 
durch Synthese von Octyl, Nonyl-, Decylverbindungen usw. zu er- 
mitteln und festzustellen, von welchem Gliede der homologen Reihe 
an die cytolytische Fahigkeit wieder abnimmt. 
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In mancher Beziehung erinnern diese cytolytischen Effekte der Na-Salze 
der Alkylresorcincarbonséuren an die vor 10 Jahren von C. Neuberg (diese 
Zeitschr. 76, 107, 1916) beschriebenen ,,hydrotropischen Erscheinungen". 
Neuberg verstand darunter die Tatsache, daB die wasserigen Lésungen 
zahlreicher Salze die Fahigkeit besitzen, wasserunlésliche Substanzen in 
wasserige Lésung iiberzufiihren. Unter den zahlreichen Beispielen ,,hydro- 
tropischer** Phainomene fiihrt Neuberg u. a. auch an, daB frisch bereiteter, 
leicht getriibter Hefemazerationssaft durch Natriumbenzoatlosung spiegelklar, 
und da8 Typhus-Impfstoff ,,aufgehellt** wird; tiberdies verweist er auf die 
Léslichkeit von Eiwei8kérpern in Harnstof/, die schon K. Spiro (Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 80, 1900) festgestellt hatte. Neuberg halt es selbst nicht fiir 
wahrscheinlich, daB alle von ihm unter der gemeinsamen Bezeichnung 
»,Hydrotropie“’ subsummierten Lésungserscheinungen eine gemeinsame 
Ursache haben; die Frage, ob unsere Beobachtungen Hydrotropien sind 
oder nicht, laBt sich daher einstweilen nicht vom Standpunkt eines exakt 
bestimmbaren Begriffes, sondern nur phainomenologisch diskutieren. Auf 
die Analogien und Differenzen zwischen hydrotropischen Erscheinungen und 
den Wirkungen der Na-Salze der Alkylresorcincarbonsauren soll in einer 
folgenden Mitteilung genauer eingegangen werden. Vorliufig sei bemerkt: 
1. daB Neuberg sehr hohe Konzentrationen seiner hydrotropisierenden Salze 
anwenden muBte, waihrend die hier studierten Alkylverbindungen, nament- 
lich die héheren Homologen schon in 0,3- bis 1 proz. Lésung wirkten; 2. daB 
wir nicht imstande waren, Shigasche Dysenteriebazillen in Harnstoff oder 
Natriumbenzoat (einem von Neuberg als besonders lésungsbeférdernd be- 
zeichneten Salze) zu lésen, auch wenn wir mit den Konzentrationen bis auf 
25 bzw. 15 Gewichtsprozent heraufgingen, und da®8 wir auch nie einen 
Unterschied im Verhalten grampositiver und gramnegativer Bakterien 
konstatierten. 

Angaben iiber die Abhangigkeit biologischer Wirkungen von der 
Kohlenstoffzahl homologer Verbindungen existieren ebenfalls in der Literatur. 
So findet sich bei Braun, Goll und Metz') die Angabe, daB fiir die pharma- 
kologische Wirkung der aliphatischen Monoamine ein Zusammenhang 
zwischen Wirkungsgrad und MolekulargréBe besteht: die Erbrechen 
erzeugende und die Reflexerregbarkeit steigernde Wirkung wachsen, wenn 
man vom Methylamin in der homologen Reihe hinaufsteigt. Bei C, liegt 
ein Maximum, bei weiterer Verlangerung der Kohlenstoffkette tritt wieder 
ein Abfall ein. Ahnlich war das pharmakologische Verhalten von zwei 
Diaminreihen: Bei den Anfangsgliedern mit der Athylen- und Trimethylen- 
kette noch keine Wirkung; bei beiden Tetramethylenderivaten Zutage- 
treten einer Aktivitat, die beim Ubergang zur Pentamethylenreihe ansteigt 
und bei der Hexamethylenverbindung wieder abnimmt. Fourneau und 
Page konstatierten (s. Chem. Centralbl. 1914, IT, 395), daB die hamolytischen 
Fahigkeiten der Cholinester erst beim Decylcholin zutage treten, eine 
Beobachtung, die mit den hier mitgeteilten Ergebnissen in engerer Be- 
ziehung steht. 

Was an unseren Befunden auffallt, ist nicht allen der Um- 
stand, daB die Resorcincarbonsdure durch den Eintritt eines Alkyls neue 
Eigenschaften erwirbt und daf der Grad dieser newen Eigenschaften durch 


die Lange der Alkylseitenkette so entscheidend beeinfluBt wird; ee sind 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 59, 2416, 1926. 
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diese Eigenschaften selbst, welche die Aufmerksamkeit fesseln, die 
merkwiirdige Erscheinung nimlich, daf sich die lésende Kraft der 
alkylierten Resorcincarbonsduren nur gegen bestimmte Zellarten (gegen 
die gramnegativen) richtet. Ware das Wesen der Gramfarbung sicher 
erkannt, so kénnte man von dieser Seite her das Verstandnis fiir das 
Verhalten der genannten Verbindungen erwarten; leider ist das jedoch 
nicht der Fall, wie noch die jiingsten Diskussionen iiber das Thema 
(Schuhmacher, Gutstein u.a.) lehren. Wir sahen uns daher gendtigt, 
die lytischen Phinomene selbst genauer zu analysieren. und sind dabei 
zu einigen bemerkenswerten Resultaten gelangt. 


Zunachst wurde die Cytolyse durch héhere Alkylresorcinsiuren 
mikroskopisch verfolgt Es zeigte sich, daB die Verainderungen, welche 
gramnegative Zellen durch diese Verbindungen erleiden, nicht immer 
die gleichen sind, sondern a) von der als Testobjekt gewahlten Zellart, 
b) von der Natur der benutzten Alkylresorcincarbonsiure und c) von 
der Konzentration der letzteren abhangen. Naganatrypanosomen z. B 
werden schon durch eine 0,05 bis 0,1 proz. Lésung der Hexylverbindung 
innerhalb weniger Minuten vollstindig aufgelést, so da man weder 
im Dunkelfeld noch in gefarbten Ausstrichpriaparaten !Uhberreste der 
Protozoen nachzuweisen vermag; geht man mit der Konzentration 
der Hexylverbindung weiter herab, so schwindet nur das Protoplasma, 
wahrend sich die GeiBeln und zum Teil auch die Kerne (Blepharo- 
plasten) der Form nach erhalten. Um dagegen Dysenteriebazillen so 
zu lésen, daB nur ein sparlicher, feinkérniger Detritus zuriickbleibt, 
muB man héhere Konzentrationen der Heptylsdure zusetzen; starkere 
Verdiinnungen derselben oder auch héhere Konzentrationen der Hex y!- 
sdure lésen nur einen nicht exakt bestimmbaren Prozentsatz der 
Bakterien und verwandeln die iibrigen in eigentiimliche Gebilde, die 
man zu Gesicht bekommt, wenn man auf folgende Weise verfahrt: 


Man versetzt dichte Dysenteriebazillenemulsionen mit gleichen 
Volumina von 2-, 4- und 6proz. Lésung von hexylresorcincarbonsaurem 
Na, vermischt und wartet die Aufhellung ab, was je nach der Dichtigkeit 
der Bakterienaufschwemmung 2 bis 10 Minuten beansprucht. Das 
Reaktionsgemisch ist dann viskés, fadenziehend und laBt bei scharf« m 
Zentrifugieren ein schleimiges Sediment zu Boden gehen, das auf einen 
Objekttrager ausgestrichen, mit Ather—Alkohol fixiert und mit ver- 
diinntem Carbolfuchsin gefirbt werden kann. 


In solchen Praparaten erkennt man noch massenhaft Bazillen, die 
aber nicht gleichmaBig durchgefairbt sind, sondern ausgesparte helle. 
ungefarbte Stellen aufweisen. Aus dieser Vorstufe geht bei hinreichend 
intensiver Einwirkung eine zweite Phase hervor, welche dadurch 
charakterisiert ist, daf sich nur der Rand der Bakterienzelle als rote 
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Linie markiert, wahrend der dem Bakterienleib entsprechende Raum 
ganz farblos bleibt. Cher die Deutung dieser Bilder kénnen wir uns 
vorlaufig nicht bestimmt aussprechen. Einerseits kénnte es sich um 
einen ganz analogen Vorgang wie bei der Haimolyse') handeln; statt 
des Hb wiirde jene Substanz in die umgebende Fliissigkeit austreten, 
welche die Affinitat zu den Bakterienfarbstoffen besitzt (das Chromatin), 
und als Restkérper wiirde eine Art ,,Bakterienstroma“ ohne Farbbarkeit 
zuriickbleiben, welches sich optisch ahnlich verhalten kénnte wie die 
Hb-freien Blutschatten. Die roten Randsiume, von welchen die 
Bakterienkonturen im gefirbten Ausstrichpraparat eingefaBt sind, 
miissen natiirlich nicht praiformierten Gebilden (,,.Membranen‘) ent- 
sprechen. Andererseits kann man sich auch vorstellen, daB das Endo- 
plasma total gelést und ausgelaugt wird und daB sich nur das resistentere 
Ektoplasma gewissermaBen als ,.leere Hiilse“ erhalt. Noch schwerer 
faillt es, zu beurteilen, wie weit die makroskopisch konstatierbare Auf- 
hellung der Bakteriensuspensionen durch die Entstehung der eben 
beschriebenen Formen und wie weit sie durch véllige Auflésung von 
Bakterienleibern bedingt wird; wie schon erwahnt, wurden diese beiden 
Quoten bisher noch nicht genau bestimmt und mit den erzielten Trans- 
parenzgraden verglichen. Die héchsten Grade von Klarung bekommt 
man allerdings, wenn die Bakterien bis auf geringe Residuen komplett 
gelést werden (hohe Konzentrationen der Heptylverbindung); man 
kann aber auch Reaktionsgemische herstellen, die bis auf eine schwache 
Opaleszenz véllig durchsichtig sind und die mikroskopisch noch sehr 
groBe Mengen nicht firbbarer Bakterienschatten enthalten, so daB die 
Beteiligung der letzteren am optischen Effekt doch sehr wahrscheinlich ist. 

Grampositive Bakterien lésen sich auch in 5proz. hexyl- oder 
heptylresorcincarbonsaurem Na nicht, selbst bei langer Einwirkungs- 
dauer. Sie werden aber lésbar, wenn man sie vorher ihrer Gram- 
positivitat beraubt. So vermochten wir nach der Vorschrift von Deussen 
grampositive Diphtheriebazillen oder Staphylokokken durch viertagige 
Kinwirkung von vierfach n HCl gramnegativ zu machen und nach 
der Entfernung der iiberschiissigen HC] glatt aufzulésen. AllzugroBes 
Gewicht méchten wir indes diesem Versuch nicht beimessen, da die 
protrahierte Behandlung mit starker Salzsiure tiefgreifende Ver- 
finderungen der Mikroben hervorruft, die sich schon mikroskopisch 
durch Verlust der typischen Form und durch schwere Farbbarkeit 


1) Bei der Hamolyse durch die Hexylverbindung und niedrige Kon- 
zentrationen der Heptylverbindung bleiben die Stromata erhalten, wie 
man sich durch mikroskopische Priifung des auszentrifugierten Riickstandes 
bei Dunkelfeldbeleuchtung leicht iiberzeugen kann. Bei der Einwirkung 
starker Konzentrationen der Heptylverbindung sind die Stromata im 
Dunkelfeld nicht mehr nachweisbar. 
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dokumentieren. Schonendere und leistungsfaihige Verfahren fiir die 
Transformation grampositiver in gramnegative Zellen stehen uns 
leider nicht zu Gebote. Ob sich umgekehrt gramnegative oder kiinstlich 
gramnegativ gemachte Mikroorganismen in grampositive umwandeln 
lassen, ist eine derzeit offene bzw. technisch nicht geléste Frage. (Die 
angeblich positiven Resultate, welche Nikitine in dieser Richtung 
erzielt haben wollte, konnten von Deussen nicht bestatigt werden.) 

Wichtig ist die Tatsache, daB gramnegative Bakterien nicht unter 
allen Umstanden gelést bzw. homogenisiert werden, sondern nur in 
nativem Zustande. Schon das einstiindige Erwirmen auf 56°C oder 
die langere Behandlung mit Ather setzen die Léslichkeit merklich 
herab; 5 Minuten langes Erhitzen auf 100°C, 24stiindige Einwirkung 
von 70proz. Alkohol oder 36stiindiges Verweilen in 2,5proz. Phenol 
heben sie ganz bzw. fast ganz auf. 


Tabelle IV. 
Auflésung von nativen und verschiedenartig beeinfluBten Shigaschen 
Dysenteriebazillen durch fallende Konzentrationen von’ hexylresorcin- 
carbonsaurem Na. 





Konzentration des Praparats 
Art der Behandlung 


5 prog. 3 proz 2 proz. 1 proz OSproz. 0,25 proz 
Unveranderte Bazillen . +4 ++ ++ + — o~ 
1 Stde. auf 56° erwairmt + i 1 i _ = 
5 Min. auf 100° erhitzt . — — on : al pes 
70 proz. Alkohol, 24 Stdn. _ =~ ihe - : aa 
2! ,proz. Phenol, 36 Stdn. + — — - ‘ -_ 
Ather, 48 Stdn. .. . | + fp : = ae 
Es sind somit in erster Linie eiweiSkoagulierende Agenzien, welche 


die Léslichkeit (Homogenisierbarkeit) gramnegativer Bakterien herab- 
setzen oder (soweit die gepriiften Konzentrationen der Hexylverbindung 
in Betracht kommen) ginzlich aufheben. Darin liegt ein Widerspruch 
zu der Beobachtung, welche den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen 
darstellt, da bekanntlich keiner der aufgezihiten Eingriffe gram- 
negative Bakterien in grampositive verwandelt. Es wurde daher 
zunachst untersucht, wie sich amorphe, durch Hitze koagulierte und 
opak gewordene EiweiBkérper gegen die Alkylresorcincarbonsauren ver- 
halten. In eine Anzahl kleiner Glasdosen (Esmarchschalen) kamen 
je 5ccem Pferdeserum und wurden durch zweistiindiges Erhivzen auf 
90°C zur Gerinnung gebracht. Das undurchsichtige Serum iiber- 
schichteten wir mit je 5 ccm fallender Konzentrationen der homologen 
Na-Salze und bestimmten nach 24 Stunden den Grad der Aufhellung 
(++ = glashell, + = durchscheinend, - unverandert). 
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Tabelle V. 

Na-Salz der 10 proz. 5 proz. 2.5 proz. 1,25 proz. 
Athylresorcincarbonsaure — - 
Isoamylresorcincarbonsaéure . 
n-Hexylresorcincarbonséiure .. . +4 - - 
Heptylresorcincarbonséiure .. . 4 -: - 


Durch Hitze koaguliertes, undurchsichtiges Serumprotein wird 
also aufgehellt, und zwar in einer Weise, welche in mehrfacher Hinsicht 
an die Homogenisierung der Suspensionen gramnegativer (nicht er- 
hitzter!) Bakterien erinnert. Jn beiden Fallen ist der Effekt von der 
Léinge der Kette des Alkoholradikals und von der Konzentration der wirk- 
samen Verbindung abhdngig. DaB sich die Aufhellung der Serumplatten 
nicht in Minuten, sondern erst in mehreren Stunden vollzieht, erklart 
sich aus der Langsamkeit, mit welcher die Lésungen in das kompakte, 
geronnene Eiweif hineindiffundieren; 1aBt man SerumeiweifB in Form 
von feinen Flocken gerinnen (durch Erhitzen verdiinnter Lésungen), 
so kann man solche opake Suspensionen von CoctoeiweiB durch Zusatz 
gleicher Volumina einer l0prez. Lésung der Heptylsiure geradeso 
rasch transparent machen wie eine Bakterienaufschwemmung, weil 
eben das aufzuhellende Material fein verteilt und fiir den wirksamen 
Stoff leicht zuginglich ist. Dagegen fielen die hohen Konzentrationen 
auf, die man fiir die Aufhellung des CoctoeiweiBes benétigte (10 proz.. 
mindestens 5 proz.); die EiweiBkoagulation schien die Homogenisier- 
barkeit zwar nicht aufzuheben, wohl aber betrachtlich zu vermindern. 
so daB nur starke Konzentrationen der héheren Homologen deutlich 
wirkten. Um einen Vergleich zwischen nativen und durch Kochen ver- 
dinderten Elementen anstellen zu kénnen, griffen wir auf Erythrocyten 
als Testobjekt. Erythrocyten werden im normalen Zustande schon 
von sehr niedrigen Konzentrationen des Na-Salzes der Heptylresorcin- 
carbonsaiure angegriffen; es war daher anzunehmen, daB sie auch nach 
dem Erhitzen auf 100°C noch immer einen nachweisbaren Grad von 
Léslichkeit besitzen wiirden. 


Tabelle VJ. 


5proz. Aufschwemmung von Hammelerythrocyten, behandelt mit fallenden 
Konzentrationen von heptylresorcincarbonsaurem Na. 





5. le | 05+ | (0,25 | 0,126 | 005+ 0,03+ | 0,015. | 0,007+ 
proz. | proz. proz.| proz.| proz.| proz.  proz. | proz. | proz. 


2 Minuten auf 100° er- 
hitate H.-E..... ce c — — ona site = = -_ 


Nicht erhitzte H.-F. . c c ce c c e e c — 
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Die Voraussetzung traf also zu; die durch das Kochen veranderten 
Erythrocytensuspensionen wurden ebenfalls lackfarbig, nur waren die 
hierzu erforderlichen Konzentrationen der Heptylverbindung etwa 
50- bis 70mal héher als diejenigen, welche die Lyse der unveranderten 
Blutkérperchen bewirkten. Wenn sich bei den gramnegativen Bakterien 
die Léslichkeitsverhdlinisse durch das Kochen (die EiweiBkoagulation) in 
dem gleichen AusmaBe wie bei den Erythrocyten verschieben, so miissen 
die gekochten Bakterien praktisch als unléslich erscheinen, da man ja 
schon fiir die nativen Bakterien eine mindestens 0.5 proz. Lésung des 
Heptylpraparats bendtigt. 


Die Unléslichkeit grampositiver Bakterien hat offenbar mit der 
soeben beschriebenen und diskutierten Schwerlislichkeit gramnegativer 
Coctobakterien gar nichts zu schaffen, sondern muB auf andere Ur- 
sachen zuriickgefiihrt werden. Mikroskopisch kann man leicht kon- 
statieren, daB grampositive Bakterien selbst in den héchsten Kon- 
zentrationen der Heptylverbindung weder ihre Form noch ihre Farbbar- 
keit andern (gepriift an Staphylokokken), und daB sie vor allem auch 
die Grampositivitaét konservieren. Wenn die grampositiven Mikroben 
den Alkylresorcincarbonsiuren widerstehen, kann der Grund nur 
entweder in der Beschaffenheit ihres Protoplasmas oder in Eigen- 
tiimlichkeiten der Zellmembran liegen, eine Alternative, die von den 
Erérterungen tiber das Wesen der Gramfarbung her bekannt ist. Kénnte 
nachgewiesen werden, daf die Zellinhaltsstoffe grampositiver Mikro- 
organismen gramnegativ und in Alkylresorcincarbonsduren léslich sind, 
so wiirde sich die Entscheidung natiirlich nach der an zweiter Stelle 
genannten Seite neigen; in diesem Sinne lassen sich unseres Erachtens 
die nachstehenden Versuche verwerten: 


Zu den grampositiven Zellen von bedeutenderen GréBenausmaBben 
gehéren die Hefen. Aus Hefezellen kann man die Inhaltsstoffe durch 
verschiedene Methoden gewinnen, z. B. durch Auspressen (Buchner), 
durch Zerreiben feuchter oder trockener Zellmassen und Extraktion 
der erhaltenen Breie oder Pulver mit Wasser oder (nach Schuhmacher) 
indem man Hefe auf dem Schlitten eines Gefriermikrotoms anfriert 
und in méglichst diinne (5 4 dicke) Schnitte zerlegt, die man in Wasser 
auffingt. In allen drei Fallen gehen Zellinhaltsstoffe in Lésung, die, 
soweit sie albuminoider Natur sind, ausgefillt werden kénnen; diese 
EiweiBkérper erweisen sich stets als ausgesprochen gramnegativ und 
lisen sich bei Ausfdllung mit Essigsiure und Ferrocyankali glatt in 
Alkylresorcincarbonsduren. Die Angabe von Schuhmacher, daB man 
durch das Anschneiden gefrorener und dann wieder aufgetauter Hefe- 
zellen grampositive Zellinhaltsstoffe darstellen kann, vermochten wir 
nicht zu bestdtigen; daB HefepreBsaft gramnegativ ist, erwihnt iibrigens 
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auch Hisenberg'). Die Riickstdnde, die man beim Pressen, beim Zentri 
fugieren der Extrakte bzw. des Auffangwassers der Gefrierschnitte 
bekommt, enthalten neben unzerstérten grampositiven Hefezellen 
gramnegative Zelltriimmer und grampositive Fragmente, die vielfach 
wie Ringe oder leere Stiicke der Zellschale aussehen. Durch die Zentri- 
fuge laBt sich eine relative Sonderung dieser Formelemente erreichen, 
indem die intakten Hefezellen infolge ihrer Schwere zuerst aus- 
geschleudert werden, wahrend sich die grampositiven Membranreste 
in der oberen Schicht des Zentrifugats ansammeln; Material, aus dieser 
oberen Schicht entnommen, kann durch Hexyl- und Heptylresorcincarbon- 
sdure nicht aufgelést werden. Wenn man aus diesen, nur mit Hefen aus- 
gefiihrten Experimenten allgemeingiiltige Schliisse ableiten  darf, 
miiBte man wohl die besondere Beschaffenheit des Ektoplasmas (der 
Membran) fiir die Gramfestigkeit sowie fiir die Unléslichkeit gram- 
positiver Bakterien verantwortlich machen, da die endoplasmatischen 
Substanzen in beiden Beziehungen das entgegengesetzte Verhalten 
zeigen. Was man sich unter dieser ,,.besonderen Beschaffenheit“ des 
Ektoplasmas vorzustellen hat, miissen weitere Versuche ergeben. Fiir 
die einfache Annahme, dai die Membran grampositiver Zellen fiir 
Alkylresorcincarbonsiuren wenig durchlassig ist, konnten wir vor- 
laufig keine sicheren Anhaltspunkte gewinnen. 

Auch war es bisher nicht méglich, die Erscheinung physikalisch 
zu erklaren, daB das Lésungsvermégen fiir gramnegative Zellen mit 
der Zahl der Kohlenstoffatome in der Alkylseitenkette zunimmt. Ein 
deutliches Ansteigen der Lipoidléslichkeit konnten wir mit einfacheren 
Methoden nicht konstatieren. Der Verteilungskoeffizient Chloroform- 
Wasser war bei allen vier Praparaten sehr klein und annahernd gleich 
(1: 99), und die Emulgierungsfihigkeit fiir Olivenél ergab wenigstens 
fiir Athyl-, Amyl- und Hexylresorcincarbonsiure bzw. fiir ihre Na-Salze 
keine merkliche Differenz. 


Zu den gramnegativen Bakterien, welche sich in hexyl- oder heptyl- 
resorcincarbonsaurem Na lésen, gehéren auch die fiir Kaninchen hoch 
toxischen Shiga-Kruseschen Dysenteriebazillen. Es zeigte sich aber, 
daB ein mehrfaches Multiplum der letalen Dosis dieser Bakterien kurz 
nach der Auflésung in 2- bis 5proz. Lésungen der Hexylverbindung 
intravenés injiziert werden konnte, ohne daB die Tiere eingingen oder 
auch nur Andeutungen der charakteristischen Vergiftungssymptome 
(Darmblutungen, Paraparesen, progrediente Kachexie) erkennen liefSen. 
Da diese Beobachtung in theoretischer wie in praktischer Beziehung 
aussichtsvoll erschien, wurde die Wirkung der Alkylresorcincarbonsduren 


1) Handb. d. mikrobiol. Techn. v. Kraus-Uhlenhuth 1, 214. 
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auf Bakteriengifie eingehender untersucht und als Testobjekt gewahlt: 
a) ein Dysenteriebazillenbouillonkulturfiltrat, b) ein Diphtheriebouillon- 
kulturfiltrat und c) eine Lésung von Tetanustrockentoxin in 0,85 proz. 
NaCl. Alle drei Giftlésungen wurden zu gleichen Teilen mit einer 
Konzentration einer Alkylverbindung vermischt (die doppelt so hoch 
war wie jene, die eben gepriift werden sollte, wegen der Verdiinnung 
durch die Giftlésung!); die Gemenge blieben sodann 3 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen und wurden in fallenden Dosen zwecks 
Ermittelung ihres Giftigkeitsgrades injiziert. In den folgenden Tabellen 
sind die Multipla der einfach tédlichen Giftdosis, die rechnungsgemaB 
einverleibt wurden, angegeben, ferner die Konzentrationen der Alkyl- 
verbindungen, welche nach dem Vermischen mit dem gleichen Volumen 
der Giftlésungen resultierten (die wirksamen Endkonzentrationen) 
und das Versuchsresultat, bei welchem der Kiirze halber nur zwischen 
Exitus und Uberleben unterschieden wird (+ bzw. #). 


Tabelle VII. 


Entgiftung von toxischem Dysenteriebouillonfiltrat durch Alkylresorcin- 
carbonséuren. Intravendése Injektion; Kaninchen von 1600 g. 





as Atnyl Amyl- Hexyl- sinc N 
Injizierte Giftmenge yl- y exylsresorcincarbonsauren Na 
in Multipla Konzentrationen 
der Dosis letalis 


1 proz. 1 proz. 1 proz. O0,5proz. | 0.25 proz. 0.05proz. 0,02 proz 
2fach .... + } ” “ 0 
© eee Ya + 4. “ ” “ r 
~ « are _ — “7 i] ” . 
a: in } “4 a 0 “ — 
2 oe an i “ " " “” " " 


Ss 


Tabelle VIII. 


Diphtherietoxin. Meerschweinchen von 300g. Subkutane Injektion. 





: Hexylresorcincarbonsaures Na Hexylresorcincarbonsaures Na 
ey Sarena Gittmenge : 
1 proz. 0,25 proz. 1 proz. 0,25 proz 
| 
100fach || + . 4fach } “ 
lo, | + - “ “ ‘ 
a Ae J ss “ “ 


Tabelle IX. 


Tetanusgift. Méause von 14 bis 16g; subkutan. 0,5proz. hexylresorcin- 
carbonsaures Na. 





2000fach... ”" 2fach ... “” 


500 +! a ae ” > « se “ 


ee ss es " ore a ak “ 
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Wenn auch die vorstehenden Auswertungen zahlreiche Liicken 
aufweisen, gestatten sie doch die Ableitung einiger wichtiger Folgerungen. 

Vor allem springt die Sonderstellung des Diphtheriegiftes in die 
Augen, welches auch durch die lproz. Hexylverbindung nicht sehr 
stark abgeschwicht wird, wihrend die Toxizitaét beim Dysenterie- 
und beim Tetanusgift schon durch 0,25- bis 0,5proz. Lésungen scheinbar 
vollig schwindet. Das Tetanusgift gilt auch sonst als ein sehr labiler 
Korper, der durch chemische Eingriffe der verschiedensten Art leicht 
alteriert oder zerstért werden kann; aber das Dysenteriegift ist nach 
den Untersuchungen von Doerr gegen Erhitzen, gegen Sauren, gegen 
proteolytische Fermente relativ widerstandsfahig und jedenfalls weit 
resistenter als das Diphtherietoxin, so daBb die Umdrehung dieses 
Verhaltnisses bei der Beeinflussung durch die hier gepriiften Alky]- 
verbindungen auffallen mub. 

Ein Vergleich zwischen Dysenterie- und Tetanustoxin ist auf 
Grund unserer Versuche nicht méglich, da die dosologische Abstufung 
(das Priifungsintervall) beim Dysenteriegift aus technischen Griinden 
eng begrenzt werden muBte und da wir beim Tetanusgift vorderhand 
nur die Hexylverbindung, aber nicht die niedrigeren Homologen unter- 
suchen konnten. 

Dagegen ergibt sich aus Tabelle VII einwandfrei die Zunahme der 
entgiftenden Wirkung mit der Alkylseitenkette. Das Athylderivat in- 
aktiviert in 1 proz. Lésung gar nicht, das Amylderivat partiell und die 
Hexylverbindung entgiftet (im Priifungsintervall) nicht nur in | proz. 
sondern schon in 0,25proz. Lésung total; die Konzentration von 
0,02 Proz. vermag sogar die Toxizitét noch merklich abzuschwichen 
Leider reichte unser Vorrat an dem hier benutzten Dysenteriegift 
nicht, um auch noch die Heptylsiure in die vergleichenden Titrationen 
des Entgiftungsvermégens einzubeziehen; doch sollen die mitgeteilten 
Ergebnisse in diesem wie in anderen Belangen spiter ergiinzt werden 
Bei dieser Gelegenheit werden wir ausfiihrlicher auf die Frage zuriick- 
kommen, ob sich die starke Entgiftung des Dysenterietoxins in vitro 
nicht auch in vivo — bei getrennter Injektion von Gift und Alkyl- 
resorcincarbonséure — nachweisen laBt. Die Abhangigkeit der Ent- 
giftung von einer bestimmten, noch immer hohen Konzentration der 
Alkylverbindungen (die weder in der Blutbahn noch im Darmlumen 
erreicht werden kann) bietet allerdings sehr ungiinstige Auspizien fiir 
den Ausbau einer parenteralen oder enteralen Chemotherapie der Shiga- 
Dysenterie durch die genannten Prdparate; indes wurde eben bisher nur 
das Hexyl gepriift, und es wire immerhin méglich, daB seine Wirkung 
durch ein optimales Alkyl weit iibertroffen wird. 

Die antigene Funktion der Toxine ist von ihrer Giftigkeit un- 
abhangig und kann erhalten bleiben, wenn die letztere infolge eines 
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Eingriffs vermindert oder praktisch auf Null reduziert wird. Um hier- 
iiber ins klare zu kommen, haben wir alle in Tabelle V11 angefiihrten 
Kaninchen, welche die Injektionen der chemisch beeinfluBten Gift- 
lésungen geniigend lange iiberlebten, nach Ablauf von 25 Tagen in- 
travenéds mit einer sicher letalen Menge Dysenterietoxin intravenés 








reinjiziert. 





Tabelle X. 
















Art der Vorbehandlung 





Art der Vorbehandlung 







, Resultat der , Resultat der 
ee Immunitatsprufung : Konzen- Immunitatsprufung 
t i ( t 
Multiplum | sugesetaten —_Rrtuiektine Multiplum | sugesctsten  Reimicktine 
—— Hexyl- der Dosis letalis 9 Ae sory “fiexyl- der Dosis letalis 
mNdosis —_-verbindung nach 25 Tagen) _— verbindung nach 25 Tagen) 
: Proz. Proz 
5fach l > I5fach 0.25 
' ] + - « 0,2 | “ 
25 #, iiberleben 
25 . 0.5 2 | 0.25 i 
wo 0.5 } Bin 0.05 | een 
2 . 0.25 + = 0,02 





; Aus Tabelle X kann man ohne weiteres entnehmen, da stirkere 
: Konzentrationen des n-hexylresorcincarbonsauren Na (bis zu 0,5 Proz. 
einschlieBlich) das Dysenterietoxin nicht nur seiner Toxizitaét, sondern 
auch seiner Antigenfunktion berauben. Dann folgt eine Zone (von 
0,25 herab bis zu 0,02 Proz.), innerhalb welcher das antigene Vermégen 
erhalten bleibt, da eine deutliche aktiv antitoxische Immunitit zu- 
stande kommt; diese Zone deckt sich aber mit jener Konzentrations- 
breite, innerhalb welcher die Entgiftung nicht mehr vollkommen ist, 
so daB man wohl annehmen darf, daB es noch unzerstérte Toxinreste 
sind, welche fiir den beobachteten immunisatorischen Effekt verant- 
wortlich gemacht werden miissen. Die Entstehung von ungiftigen, 
aber noch immunisierenden Toxinderivaten (,,Anatoxinen™, ,, Toxoiden‘‘) 
kann nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden, spielt aber 
wie das Verhalten des Dysenteriegiftes gegeniiber héheren Konzentra- 
tionen lehrt — nur eine ganz untergeordnete Rolle. Die durch Alkyl- 
resorcincarbonsiuren erzeugten Veranderungen der Toxine scheinen 
irreversibel zu sein; es ist wenigstens bisher nicl.t gelungen, den Verlust 
an Toxizitét und an antigenem Vermégen vollstandig oder partiell 
riickgangig zu machen. 


Ahnlich wie auf Toxine wirken die homologen Alkylverbindungen 





auch auf die typischen EiweiBantigene, z.B. auf Agglutinogene und 
Prazipitinogene, ein. Hohe Konzentrationen des Hexylpriparats z. B 
fiihren rasch einen kompletten Verlust der agglutinogenen Eigen 
schaften von Jysenteriebazillen herbei; niedere Konzentrationen 
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dagegen schwiichen dieses Antigen ab, so daB man namentlich durch 
wiederholte parenterale Injektionen doch noch eine erhebliche Agglu- 
tininproduktion auslésen kann. 


Tabelle XI. 


Agglutininproduktion bei drei Kaninchen, welche eine einmalige subkutane 

Injektion von unveranderten, von mit 10proz. und von mit 2proz. hexyl- 

resorcincarbonsaurem Na behandelten Dysenteriebazillen erhalten hatten. 
Aderlisse 12 Tage nach der Injektion. 





Agglutinintiter (Serumverdiinnung) 


Injiziertes Material 
1:40 1:80 1: 160 1:320 | 1:640 1:1280 1:2560 


Bazillen + 10 proz. Hexyl- 
ee - — 
Bazillen + 2 proz. Hexyl- 
wermen@umg ...... — — 
Unverinderte Bazillen . . } - + 


Tabelle XII. 
Dysenteriebazillen in lproz. Lésung der Hexylverbindung. Drei subkutane 
Injektionen in Intervallen von je 5 Tagen. Aderla®B 8 Tage nach der letzten 
Injektion: 





Ax,glutinintiter 


Injiziertes Material 
1:80 1:80 1:160 | 1:320 | 1:640 1:1280 1:2500 


Bazillen + lproz. Alkyl- 
verbindung tie 


DaB das BakterieneiweiB oder andere EiweiBantigene bei der 
Behandlung mit den hier beschriebenen homologen Alkylverbindungen 
ihre Spezifitat im Sinne einer neu entstehenden ,,Alkylresorcincarbon- 
siure-Spezifitat“ andern, glauben wir — obwohl diese Untersuchungen 
noch nicht abgeschlossen sind — in Abrede stellen zu kénnen. Behandelt 
man niamlich Dysenteriebazillen mit unterlésenden Konzentrationen 
des Hexylpriaparats und entfernt das letztere durch Waschen auf der 
Zentrifuge, so werden solche Bakterien durch die Immunsera von 
Kaninchen, die mit demselben Material parenteral injiziert wurden, 
nicht agglutiniert. Doch bereiten derartige Versuchsanordnungen 
Schwierigkeiten, weil schon Spuren der Alkylverbindungen wegen ihrer 
eiweiBlésenden Kraft die auf Flockungen beruhenden Immunitits- 
reaktionen verhindern und weil die Dialyse als Verfahren zur Be- 
seitigung von Uberschiissen dieser Stoffe aus Bakteriensuspensionen 
oder EiweiBlésungen versagt. Indes kann man in Analogie zu den 
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eindeutigen Toxinexperimenten annehmen, daBb auch die Eiweib- 
antigene im engeren Sinne durch geniigend starke Konzentrationen 
irreversibel denaturiert werden 


Zusammenfassung. 


1. Dichte Aufschwemmungen gramnegativer Zellen (Bakterien, 
Organzellen) werden durch hexyl- oder heptylresorcincarbonsaures Na 
homogenisiert und in ein durchsichtiges Medium verwandelt. Gram- 
positive Bakterien bleiben unbeeinfluBt. 

2. Rote Blutkérperchen werden hamolysiert, und zwar liBt sich 
dieser Effekt schon bei der Amylverbindung feststellen. 

3. Koaguliertes, opakes SerumeiweiB wird aufgehellt. §Ebenso 
lassen sich gekochte Blutkérperchen lésen, nur sind die notwendigen 
Konzentrationen fiir die Aufhellung von CoctoeiweiB weit héher als 
die fiir die Lyse gramnegativer Zellen erforderlichen. 

4. Toxine werden entgiftet und gleichzeitig ihrer Antigenfunktion 
beraubt. Dieser Vorgang vollzieht sich beim Dysenterie- und Tetanus- 
gift vollstandig in relativ niedrigen Konzentrationen der Hexyl- 
verbindung (0,25- bis 0,5proz.); das Diphtheriegift ist weit widerstands- 
fahiger. 

5. Samtliche in den vorstehenden Punkten angefiihrten Wirkungen 
sind nicht nur Funktionen der Konzentration, sondern werden durch 
die Lange der C-Kette des Alkoholradikals in den homologen Ver- 
bindungen entscheidend beeinfluBt. Resorcincarbonsaures Na wirkt 
nicht, und ebensowenig hat die Einfiihrung der Athylgruppe einen 
merklichen Effekt; erst vom Amy] an stellen sich die nachweisbaren 
cytolytischen, homogenisierenden und toxinzerstérenden Fiahigkeiten 
ein, um im Hexyl — und im Heptyl — eine sukzessive Steigerung zu 
erfahren, die einem noch nicht ermittelten Optimum zustrebt. 


Literatur. 


Deussen, Zentralbl. f. Bakt., Orig., 85, 272, 1918. Schuhmacher, 
ebendaselbst 98, 104, 1926. — Gutstein, ebendaselbst 100, 1 und die friiheren 
Mitteilungen in dieser Zeitschrift. — Eisenberg, Handb. d. mikrobiol. Techn. 
v. Kraus-Uhlenhuth 1, 214. — Fourneau und Page, Chem. Centralbl. 1914, I, 
395. Braun, Goll und v. Metz, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 59, 2416, 1926. 
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Zwei einfache Methoden 
zur quantitativen Bestimmung der Acetessigsiure. 


Von 
Leo Lorber. 
(Aus dem Zentrallaboratorium der jiidischen Gemeinde in Budapest.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


Die quantitative Bestimmung der Acetessigsiiure erfolgte bisher 
entweder in der Weise, daB wir dieselbe durch Erhitzen zersetzten und 
die hierdurch entstandene Acetonmenge nach Messinger-Huppert 
bestimmten (Bestimmung auf indirektem Wege), oder aber so, daB wir 
die vorhandene Acetessigsiure auf direktem Wege bestimmten. 


Die Methoden von Folin'), Pincussen und Engfeldt*) sind indirekte 
Methoden und ihrem Wesen nach identisch mit obigem Vorgang; sie zer- 
setzen die nach Entfernung des praéformierten Acetons aus den Lésungen 
(Harn, Blut) zuriickgebliebene Acetessigsiure ebenfalls durch Erhitzen 
und messen dann das so entstandene Aceton nach Messinger-Huppert auf 
jodometrischem Wege. 

Diese Methoden liefern fiir die alltagliche Praxis hinreichend genaue 
Werte; ihre Durchfiihrung jedoch ist umstandlich und es kénnen deshalb 
leicht Fehler auftreten; denn 1. mu8 bei genaueren Bestimmungen 
zweimal destilliert werden; 2. das Entfernen des praéformierten Acetons 
bei 35 bis 40° verursacht auch die Zersetzung der Acetessigséiure, da diese 
bei einer solchen Temperatur in saurem Milieu leicht zerfallt [Waldvogel*)}; 
3. bestimmt sie auch andere jodbindende Substanzen (Aldehyde, Alko- 
hole usw.). 

Die iibrigen Methoden, welche die Acetessigsiure auf direktem Wege 
bestimmen, liefern — worauf schon Neubauer*) hingewiesen hat — un- 


1) Folin, Journ. of biol. chem. 3, 177, 1907. 

2) Pincussen, Mikromethodik. 

8) Waldvogel, zitiert nach Neubauer, Analyse des Harns 1, 274. 
*) Neubauer, Analyse des Harns 1, 272. 
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brauchbare Werte. So ist die titrimetrische Methode von Oppler') un- 
brauchbar, weil sie 1. keine Riicksicht auf die Reaktion des Harns nimmt, 
die doch die Diacet-FeCl,-Farbe beeinfluBt; 2. zu wenig empfindlich ist 
(unter 0,5 Prom. liefert sie ganz ungenaue Werte); 3. weil auch andere im 
Harn vorkommende Substanzen der Diacet-FeCl,-Farbe ahnliche Farben 
geben, welche Farbenreaktion nach Hinzugabe starker Saéuren ebenfalls 
verschwin det. 

Die AuBerachtlassung dieser beiden letzteren Fehlerquellen macht 
auch die kolorimetrische Methode von Schai/®) fiir quantitative Messungen 
ungeeignet. 

Jene direkten Methoden, welche die mit Nitroprussidnatrium auf- 
tretende Farbenreaktion zur kolorimetrischen Messung benutzen [Hahn 
und Lenk*), Adler*) usw.], sind wegen der schnellen Verinderung der 
entstandenen Farbe ebenfalls ungeeignet, weshalb auch die Verfasser selbst 
ihre Methoden nur im Falle annahernder Schaétzungen empfehlen. Diese 
Methoden dienen nach den Verfassern eigentlich zur Bestimmung des 
Acetongehalts und nicht der Acetessigsiure des Harns. 

Die Engfeldtsche*) Schaétzmethode ist zu quantitativen kolorimetrischen 
Bestimmungen deshalb ungeeignet, weil die als Vergleichslésung emp- 
fohlene n/100 KMn0O,-Lésung, der spektroskopischen Abhnlichkeit der 
beiden Farben entgegen, von der Nitroprussidfarbe abweicht. 

Unter Hinweis auf die bisher erérteten Umstinde mache ich in 
der Folge fiir die Bestimmung der Acetessigsiure zwei einfache Methoden 
bekannt, welche genaue Werte ergeben, und zwar 1. eine makrotitri- 
metrische und 2. eine mikrokolorimetrische Methode. 


a Makrotitrimetrische | Bestimmung der * Acetessigsiure. 


Das Wesen der Methode besteht darin, daB wir die Acetessigsiure 
oder die wiasserige Lésung ihrer Salze mit Kali oder Natronlauge neutrali- 
sieren. Zu dieser neutralen Lésung geben wir tiherschiissig eine genau 
bekannte H,SO,-Lésung und erhitzen diese saure Lisung. In der 
Warme zersetzt sich die Acetessigsiure sowie ihre Salze in CO, und 
Aceton, und das auf diese Weise frei gewordene Alkali bindet eine mit 
der Acetessigsiure aquivalente Menge H,SO,. Wir titrieren die im 
UberschuB gebliebene H,SO, und subtrahieren den so erhaltenen Wert 
von der urspriinglich hinzugegebenen Menge der H,S0,. In der Lésung 
war eine mit der gebundenen H,S8 0, aquivalente Menge Acetessigsiiure. 


Folgende Formeln veranschaulichen die Reaktion: 
2CH,COCH,COONa + 2 H,0 erhitzt = 2 NaHCO, + 2CH,COCHsg, 
2 NaHCO, + H,SO, = Na,SO, + 2CO, + 2H,0; 


') Oppler, Zentralbl. f. inn. Med. 16, 697, 1895. 

2) Schall, Miinch. med. Wochenschr. 29, 812, 1919. 
3) Hahn und Lenk, ebendaselbst 6, 179, 1917. 

*) Adler, ebendaselbst 26, 722, 1919. 


on7 


5) Engfeldt, diese Zeitschr. 159, 257, 1925. 
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die CO, verfliichtigt sich aus der warmen sauren Liésung. Bedingung 
fiir die Reaktion ist, da® infolge Erhitzens nur das frei werdende 
Alkali den Siuregehalt der Lésung indere. 





Durchfiihrung der Methode. 
Zur Durchfiihrung der Methode werden bendétigt: 
1. eine Lésung von etwa n/10 Ba(OH),; 


2. eine genaue n/10 CQO,-freie Lésung NaOH, welche man 
nach Sdrensen — aus gesittigter Laugenlésung (worin die Carbonate 
unléslich sind) mit ausgekochtem Wasser herstellt. Man halt die 
Laugenlésung CQO,-frei, indem man zu einem Liter derselben 10 ccm 
n/l0 Ba(OH), hinzufiigt. Die auf diese Weise hergestellte Lésung 
titriert man mit einer genau bekannten Schwefelsiurelisung in 
Gegenwart von Phenolphthalein (oder Phenolrot) ; 

3. eine genaue n/10 H,SO,-Lésung; 

4. eine | proz. Phenolphthalein- (oder 1 prom. Phenolrot-) Lésung. 

Die Acetessigsiure oder die wisserige Lisung ihrer Salze werden 
genau abgemessen und nach Hinzugabe einiger Tropfen Indikators 
neutralisiert, um die CO, zu entfernen, gibt man noch 5ccm n/10 
Ba(OH), hinzu; sind noch andere bariumbindende Anionen (SO,, 
PO,, Oxalat usw.) in der Lésung enthalten, dann gibt man dement- 
sprechend mehr Ba(OH), hinzu; nachdem die Lésung 5 Minuten 
gestanden, wird sie behufs Entfernung des niedergeschlagenen BaC O, 
filtriert und der Niederschlag mit etwas kaltem, ausgekochtem, CO, 
freiem Wasser ausgewaschen. Das so erhaltene Filtrat wird mit 
Schwefelsiure genau neutralisiert und hierauf die genaue H,SQ, iiber- 
schiissig hinzugemessen. Die Mischung wird 3 Minuten lang erhitzt. 
dann abgekiihlt und die im Uberschu8 gebliebene H,S 0, titrimetrisch 
bestimmt. Ich bemerke, daB die durch BaSO, verursachte Triibung 
die Titrierung nicht beeinfluBt. Der jetzt erhaltene Wert wird von 
der urspriinglich hinzugegebenen H,SO, subtrahiert. 

Resultat: Jedem Kubikzentimeter der gebundenen n/10 HS), 
entsprechen 10.2 mg Acetessigsdure. 

Ich habe diese Methode einerseits mit nach der Methode Messinger- 
Huppert bestimmten Acetessigsiurelésungen iiberpriift, andererseits 
habe ich mit derselben die aus Verseifung von genau bekanntem 
Acetessigsiureester entstandene Acetessigsiure bestimmt. Aus der 
folgenden Tabelle ersieht man, daB die nach beiden Methoden er- 
haltenen Werte sehr gut iibereinstimmen und daB ich die aus dem 
Ester abgespaltene Acetessigsiure mit einem minimalen Fehler von 
0.5 Proz. bestimmen konnte. 
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Tabelle I. 





Menge der Acetessigsaure 


Nach Nach Ditferenz 
Messinger-Huppert der neuen Methode 
Proz. Proz. Proz 
0.96 0.95 ] 
LOD 105 
0.861 O.857 04 
0.973 0.978 05 
0.532 0,530 
Aus dem Ester abgespalten 

1,0 0,995 0.5 
O05 0.4957 0.9 
0,273 0.274 035 
0,452 0.450 04 


Il. Mikrokolorimetrische Bestimmung der Acetessigsiure. 


Bei dieser Methode kolorimetrieren wir die rote Farbe, welche 
die Acetessigsiure mit Nitroprussid-Natrium (Rothera) gibt. Wir ver- 
gleichen die entstandene rote Farbe mit bekannter Acetessigsiure 
oder mit Aceton, welche ahnlich mit der zu untersuchenden Lésung 
behandelt worden ist. Aceton und Acetessigsiure bringen niamlich 
mit Nitroprussid-Natrium vollkommen gleiche Farben hervor; jedoch 
ist die von der Acetessigsiiure hervorgerufene Farbe, gleiche Kon- 
zentration vorausgesetzt — und unter in der Folge gemachten An- 
nahmen —, 30mal stirker als jene, welche das Aceton hervorbringt. 

Zur Durchfiihrung werden bendétigt: 

1. Eine 1 proz. genaue Acetonlésung. 

Wir messen 2,5ccm wasserfreies Aceton purissimum in einen 
MeBkolben von 200 ccm, in welchen wir vorher etwa 50 ccm destilliertes 
Wasser gegeben haben und fiillen denselben bis zur Marke mit destilliertem 
Wasser. Das Aceton soll eine Temperatur von 15° haben, wobei sein 
spezifisches Gewicht 0.8 ist. 

Diese Lésung ist imstande, mit Nitroprussid-Natrium dieselbe 


. . 1000 7 
Farbe hervorzurufen, wie : 33,3 mg-Proz. Acetessigsiure. 
30 


2. Eine gesiittigte (H,N),SO,-Lésung. 

Wir lésen etwa 900 g (H,N),SO, warm in | Liter Wasser auf und 
filtrieren die Lésung nach 24 Stunden. 

3. Eine genau 4,6proz. Natrium-Nitroprussidlésung 


4. Eine offizinelle 10 proz. Ammoniaklésung 

Bei Bestimmungen im Blute ist zur Enteiweibung, welche nach 
Folin-Wu erfolgt, noch 10proz. Natriumwolframat und eine */,n 
H,S8O,-Lésung erforderlich. 
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Bestimmung im Harn. 


Bei genauen Bestimmungen, wie bei kolorimetrischen Bestimmungen 
iiberhaupt, miissen wir den angendherten Acetessigsiuregehalt des 
Harns kennen. Wir machen deshalb schon die qualitative Probe so, 
dab wir den angeniherten Acetessigsiuregehalt kennenlernen. Es 
empfiehlt sich daher, die qualitative Probe in folgender Weise aus- 
zufiihren. 

Wir messen in die eine von zwei in je 10 ccm geteilten Eprouvetten 
den Harn bis zur Marke ,,1 ccm“, in die andere bis zur selben Marke 
lproz. Acetonlésung und fiillen hierauf bis Marke 4 mit destilliertem 
Wasser. Nunmehr geben wir in jede Eprouvette der Reihe nach von 
der Lésung 2: 5 cem, von Lésung 3: 0,5 cem und von Lésung 4 eben- 
falls 0,5 ccm; die Lésungen geben wir immer zuerst in die das Aceton 
enthaltende Rohre. 

Der Inhalt der beiden Réhren wird gleichzeitig gut durchmischt, 
und nach 5 Minuten vergleichen wir die in den Réhren entstandenen 
Farben. 

Ist Farbengleichheit vorhanden, so folgt, daB in 100cem Harn 
33 mg Acetessigsiure enthalten sind. 


Ist die vom Harn gelieferte Farbe dunkler als die in der das Aceton 
enthaltenden Réhre, dann gieBen wir die dunklere Fliissigkeit bis zur 
Marke ,,1“‘ weg und verdiinnen so lange mit destilliertem Wasser [ich 
bemerke, daB die Schaitzung genauer wird, wenn nicht mit destilliertem 
Wasser, sondern mit destilliertem Wasser aa vermischter konzen- 
trierter Ammoniumsulfatlésung (Lésung 2) verdiinnt wird], bis Farben- 
gleichheit entsteht. Die der Verdiinnung entsprechenden Kubikzenti- 
meter mit 33 multipliziert geben den angenaherten Acetessigsiuregehalt 
von 100 ccm Harn in Milligrammen. 


Ist die Farbe der das Aceton enthaltenden Réhre dunkler als 
jene, welche den Harn enthalt, dann verdiinnen wir den Inhalt der das 
Aceton enthaltenden Réhre auf obige Weise. Der angenaherte Acet- 
essigsiuregehalt wird erhalten, wenn man 33 durch die Verdiinnungs- 
zahl dividiert. 

Die genaue quantitative Bestimmung fiihren wir abhingig von der 
angenahert gefundenen Acetessigsiuremenge durch. 

In eine Eprouvette messen wir den Harn, in eine andere das Aceton, 
und zwar bis zu einem Acetessigsiuregehalt von 100 mg-Proz. 1 ccm 
Aceton bzw. 1 com Harn; bis 200 mg-Proz. 1 cem Aceton bzw. 0,5 ccm 
Harn und iiber 200 mg-Proz. 2 ccm Aceton bzw. 0,5ccm Harn. Den 
Inhalt beider Réhren ergiinzen wir mit destilliertem Wasser auf 4 ccm, 
hernach geben wir die (H,N),S0O,, das Nitroprussidnatrium und das 
H,NOH hinzu, wie oben bei der qualitativen Schitzung beschrieben. 
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Nachdem die Lésungen 5 Minuten gestanden, geschieht die kolori- 
metrische Vergleichung derselben auf weiter unten beschriebene Weise. 


Bestimmung im Blute und im Liquor. 


Im Blute und Liquor fihren wir die Bestimmung nach deren 
EnteiweiBung durch. Wir messen 0,3 com Serum, geben dazu 0,3 ccm 
destilliertes Wasser, dann 0,3ccm Na-Wolframat und _ tropfenweise 
0,3 cem 2/;n H,SO,. Nach griindlicher Mischung wird der entstandene 
EiweiBniederschlag abzenurifugiert und davon 0,4cem (= 0,1 cem 
Serum) in die Kiivette gemessen. Vom Liquor messen wir 1,5 cem in 
ein Zentrifugierréhrchen, hierzu 0,.25cem Wolframat und 0,25 ccm 
H,S0,. Nach erfolgtem Zentrifugieren messen wir in die Kiivette 
0,4cem (= 0,3cem Liquor) von der enteiweiBten Lésung. Zur Ver- 
gleichung messen wir 1 ccm | proz. Acetonlésung und 3 ccm Wasser 
in eine Eprouvette und bringen die Farbenreaktion auf die beim Harn 
beschriebene Weise hervor. Hier jedoch mischen wir die Reagenzien 
im Vorhinein zusammen, und zwar so, daB wir von Lésung 2 10 ccm, 
von Lésung 3 1 ccm und von Lésung 4 ebenfalls 1 ccm abmessen, die- 
selben gut zusammenmischen und davon in die das Aceton enthaltende 
Réhre 6 cem, in die Kiivette 0,6 ccm messen. Die Lésungen werden 
gut vermischt, und nach 5 Minuten wird die Kolorimetrie durchgefiihrt. 
Die der Farbengleichheit entsprechende Acetonmenge durch 30 dividiert 
gibt den Acetessigsiuregehalt der gemessenen Lésung. 


Die Kolorimetrierung habe ich mit dem Kolorimeter von Autenrieth- 
Kénigsberger ausgefiihrt, an welchem ich zur Vereinfachung der Be- 
rechnung die Skaleneinteilung in der Weise abgeandert habe, daB ich 
den Nullpunkt derselben, d.h. jenen Punkt, bei welchem der Keil- 
querschnitt mit dem der Kiivette iibereinstimmt, mit 1, und den bisher 
mit 100 bezeichneten Punkt, welcher mit der Keilspitze zusammenfiallt, 
mit 0 (Null) bezeichnet habe. Den Abstand dieser beiden Punkte in 
100 gleiche Teile geteilt, bezeichnen die Teilstriche in Dezimalbruch- 
form von 0 bis 1 die Hunderstel von 1. Wir erlangen dadurch den 
Vorteil, daB wir ohne ,,Kurven“ arbeiter kénnen, da wir die Kon- 
zentration der in der Kiivette befindlichen Fliissigkeit erhalten, indem 
wir die Konzentration der Keilfliissigkeit (im vorliegenden Falle den 
dreiBigsten Teil der Acetonkonzentration, welche dieselbe Farbe hervor- 
bringt wie die Acetessigsiure) mit dem Dezimalbruch multiplizieren, 
welche die Keilstellung bei Farbengleichheit bezeichnet. Die Kolorimetrie 
und Berechnung des Acetessigsiuregehalts des Harns ist wie folgt 
durchzufiihren : 


Ist der Acetessigsiiuregehalt des Harns kleiner als 33 mg-Proz., 
d.h. ist die das Aceton enthaltende Réhre dunkler, dann geben wir 
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das Aceton in den Keil und den Harn in die Kiivette und stellen rasch 
auf Farbengleichheit ein. 

Die Dezimalbruchzahl, welche die Keilstellung bezeichnet, multipli- 
zieren wir mit der Konzentration des Acetons (mit 1000) — weil 
1000 mg in 100 cem enthalten sind — und dividieren das Produkt mit 
30 (weil die Farbenreaktion des Acetons, den gemachten Annahmen 
gemaB, 30mal schwacher ist als die Farbenreaktion der Acetessigsiure. 
Die so erhaltene Zahl gibt den Acetessigsiuregehalt des Harns in Milli- 
grammprozenten. 

Ist der Acetessigsiuregehalt des Harns gréBer als 33 mg-Proz., 
jedoch kleiner als 100 mg-Proz., oder allgemein, wenn die den Harn 
enthaltende Réhre dunkler ist, dann geben wir den Harn in den Keil 
und das Aceton in die Kiivette. Nun aber dividieren wir die Kon- 
zentration des Acetons (1000) mit der Dezimalbruchzahl, welche die 
Keilstellung bezeichnet, bei welcher Farbengleichheit eingetreten ist; 
der so erhaltene Quotient gibt, durch 30 dividiert, den Acetessigsiure- 
gehalt des Harns in Milligrammprozenten. Ist der Acetessigsiure- 
gehalt des Harns gréBer als 100 mg-Proz., jedoch kleiner als 200 mg-Proz 
(d. h. wenn wir die vergleichende Kolorimetrie mit 1 ccm Aceton und 
0,5 cem Harn durchfiihren, dann ist der oben erhaltene Wert noch mit 
2 zu multiplizieren; sind aber mehr als 200 mg-Proz. Acetessigsiure 
gegenwartig, d. h. wenn wir 2 ccm Aceton mit 0,5 cem Harn miteinander 

2000 
Skala . 30 

Beispiel. Bei der qualitativen Schitzung fand man, daB der Acet- 
essigsiuregehalt des Harns etwa 140 mg-Proz. betriagt. Nachdem wir 
die mit 0.5 cem Harn entstandene Farblésung in den Keil und die mit 
leem Aceton entstandene in die Kiivette gegeben haben, finden wir 
bei 0,53 Keilstellung Farbengleichheit. Der Acetessigsiuregehalt ist 
also gleich: en, 2 = 125,8 mg-Proz. 

0,53 . 30 

Im Blute und Liquor geschieht die Bestimmung und Berechnung 
ebenso wie beim Harn, welcher weniger als 33 mg-Proz. Acetessigsaure 
enthalt, d.h. der Acetessigsiuregehait in Milligrammprozenten 

1000 
30 
Ware im Blute oder Liquor so viel Acetessigsaure gegenwirtig 
(mehr als 33 mg-Proz.), daB die Kolorimetrie auf diese Art nicht durch- 
fiihrbar wire, dann wiederholen wir die Kolorimetrie in der Weise, 
daB wir von der Lésung, welche bei der vorigen EnteiBung iibrig- 
geblieben ist, 0,l ccm abmessen, dazu 0,3ccm destilliertes Wasser 
geben und dieses auf obige Weise mit 1 ccm Aceton vergleichen; 


vergleichen), dann ist der Acetessigsiiuregehalt - 2mg-Proz. 


- Skala. 
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das Resultat ist jedoch mit 4 zu multiplizieren. Die Kolorimetrie 
kann mit dem Autenriethschen Kolorimeter — natiirlich auch mit 
der gew6hnlichen Skala, sowie mit jedem beliebigen Kolorimeter durch- 
gefiihrt werden. 

Nach den Angaben der folgenden Tabelle stimmen die nach der 
hier beschriebenen Methode erhaltenen Werte mit jenen, welche die 
(nach Folin modifizierte) Messinger-Hwppertsche Methode lieferte, 
sehr gut iiberein; andererseits konnte ich die zu den Kérpersiften 
hinzugefiigte, genau gemessene Acetessigsiure mit Hilfe dieser Methode 
sehr genau bestimmen. 

Tabelle Il. 


Menge der Acetessigsaure. 





Im Harn Im Serum 

Nach Nach Nach Nach 
Vexsinger- Huppert der neuen Methode Messinger- Huppert der neven Methode 
Prom. Prom. Prom Prom 
{ 

O58! O.5S87 0.162 0.166 
0.160 0,159 0.243 0.238 
0,462 0.482 0.486 0.480 
0.946 0,942 0.500 0.505 
1.05 LOO 
3.05 3.00 


Kritik der Methoden. 


Die makroquantitative Methode dient zur Bestimmung sowohl 
der Acetessigsiure als auch ihrer Salze und liefert hier sehr genaue 
Werte. Der Vorteil der Methode besteht darin, daB sie ohne Destillation, 
auf direktem Wege die Acetessigsiure miBbt. Das Aceton stért die 
Reaktion nicht, was deshalb sehr wichtig ist, weil wir ja wissen, daB 
von der Acetessigsiure sich fortwihrend Aceton abspaltet. Da das 
Erhitzen mit H,SO, auch andere Fettsiuren aus ihren Lésungen treibt 
deshalb ist die Methode zur Messung des Diacetgehalts des Harus 
nicht geeignet, weil wir wohl wissen, da® fliichtige Fettsiuren auch 
mit Normalharn ausscheiden. Bei genauen Messungen mu man auch 
auf den CO,-Gehalt achthaben, weil das Titrieren mit Hilfe von 
Indikatoren geschieht, welche gegen CO, empfindlich sind. Das Ent 
fernen von CO, auf oben bezeichnete Art oder aber in saurer Lésung, 
mit Durchstrémen von C O,-freier Luft, bietet keine Schwierigkeit 

Die Mikromethode wird durch im Harn enthaltene andere 
Substanzen nicht gestért, ausgenommen das Aceton, welches jedoch 
dort in so geringer Menge vorhanden ist, daB es keine Reaktion liefert'). 


1) L. Lorber, diese Zeitschr. 181, 375, 1927 
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Die Methode, welche hauptsichlich klinischen Zwecken dient, gibt 
ebenfalls sehr genaue Werte. 

Da die Nitroprussidreaktion eine Funktion der Zeit ist und die 
..Kurven“ der vom Aceton und von der Acetessigsiure herriihrenden 
Farben nicht vollkommen gleich sind und das obige Verhaltnis (1 : 30) 
5 Minuten nach Beginn der Reaktion eintritt, ist es angezeigt, um 
genaue Werte zu erhalten, das Experiment so einzurichten, daB die 
Ablesung der Farbengleichheit genau am Ende der fiinften Minute 
erfolgt. 

Bei Hinzufiigung des Nitroprussids miissen wir uns genau an 
obige Mengen halten, weil eine andere Menge das Verhaltnis 1 : 30 
ebenfalls andert. Es ist jedoch zu bemerken, daB geringere Ab- 
weichungen nur unbedeutende Unterschiede (1 bis 2 Proz.) verursachen. 

Die kolorimetrisierten Farben stimmen mit jenen im Keile voll- 
kommen iiberein; in stark verdiinnten Lésungen beeinflubt die braune 
Farbe des Nitroprussids ein wenig die Ubereinstimmung der Farben. 
Arbeitet man mit ganz verdiinnten Lésungen (etwa 0,01 proz.), dann 
leistet bei der Ablesung eine vor das Fenster des Kolorimeters gebrachte 
gelblichbraune Glasplatte gute Dienste. Ich bemerke, daB die an- 
gegebenen Zahlen in Acetessigsiure und nicht in Aceton (wie allgemein 
gebrauchlich) berechnet sind. 

Bei der Diacetbestimmung des Blutes arbeiten wir mit Serum 
oder Plasma. Ich habe nimlich die Erfahrung gemacht, dab hamolysierte 
normale rote Blutkérperchen auch ohne Beisein von Diacet die Farben- 
reaktion mit Nitroprussid geben. Die so entstandene Farbenreaktion 
tritt jedoch — gegeniiber der von der Acetessigsiure und dem Aceton 
gelieferten Farbe — plétzlich mit voller Intensitat auf und vergeht 
viel schneller. 














Das quantitative Verhiltnis 
des Acetons und der Acetessigsiure im Harn auf Grund der 
zu ihrem Nachweis gebrauchten qualitativen Proben. 


Von 
Leo Lorber. 
(Aus dem Zentrallaboratorium der jiidischen Gemeinde in Budapest.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1926.) 


Trotz der bisherigen Untersuchungen von Arnoldi'), Embden und 
Schliep*), Engfeldt®), Lichtwitz*) usw., welche sich mit diesem Gegen- 
stand befassen, herrscht in der allgemeinen drztlichen Pfaxis, ja sogar 
in einem groBen Teile der Literatur hinsichtlich der Acetonsubstanzen 
des Harns groBe Unklarheit. Den Grund hiervon glaube ich in der 
unrichtigen Ausfiihrung und Wertung der bei den alltaglichen klinischen 
Untersuchungen angewandten, sogenannten Acetonproben zu finden. 
Ich will mich deshalb im weiteren mit den gebriiuchlichsten Aceton- 
und Acetessigsiureproben befassen und deren richtige Ausfiihrung und 
Wertung angeben 

Zum qualitativen Nachweis des Harnacetons pflegen wir zwei 
Methoden anzuwenden: die Legalsche Nitroprussidprobe oder deren 
Modifikationen (Lange, Rothera usw.) und die Jodoformprobe nach 
Lieben. Als dritte erwihne ich noch die Frommersche Acetaldehyd- 
probe, welche jedoch nur selten angewendet wird. Ich bemerke, dab 
die erwaihnten drei Proben nicht spezifisch sind, sondern, wie schon 
friihere Untersuchungen gezeigt haben, weisen sie neben Aceton auch 
die Acetessigsiiure nach. 


Die Nitroprussidprobe, 


Diese, welche nach den verschiedenen Lehr- und Handbiichern 
fiir Physiologie {[Hammarsten®), Frdnkel®)], fiir innere Medizin [Striim- 


1) Arnoldi, Wien. klin. Wochenschr. 1899, 8. 218. 

2) Embden und Schliep, Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffes 
1907, S. 250 u. 289. 

3) Engfeldt, diese Zeitschr. 159, 257, 1925. 

*) Lichtwitz, Berl. klin. Wochenschr. 1915, 8. 399. 

5) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 

6) Frankel, Prakt. d. med. Chem. 1918. 
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pell'), Mehring?), Umber*), Seifert-Miiller*), Brugsch-Schittenhelm®), 
Klopstock-Kowarsky®) usw.|, sogar nach solchen, welche sich speziell 
mit Harnchemie befassen [N eubauer’), Spdth*) usw.], die gebrauchlichste 
zum Nachweis des im Harn befindlichen Acetons ist, kann, wie schon 
oben erwahnt, auch die Acetessigsiure nachweisen. Die Acetessigsiure 
liefert sogar die Probe mit einer viel staérkeren Farbe als das Aceton 
So ist die urspriingliche Legalsche Probe mit Acetessigsaure fiinf- bis 
sechsmal stirker als mit ebensoviel Aceton. Die Modifikation nach 
Rothera gibt schon eine zwanzigmal starkere Farbe, nach Engfeldt®) 
ist die Acetessigsiure sogar in einer hundertfach verdiinnteren Lésung 
als Aceton nachweisbar. Nach der von mir vorgeschriebenen Modi- 
fikation!®) ist, bei gleicher Konzentration, die Farbe der Acetessigsiure 
dreibigmal starker als jene des Acetons mit Nitroprussid. Schon diese 
quantitativen Verhaltnisse weisen darauf hin, daB diese Reaktion 
zum Nachweis des im Harn enthaltenen Acetons nicht geeignet ist, 
denn die im pathologischen Harn etwa, wenn auch in geringer Menge. 
vorkommende Acetessigsiure kann dieselbe leicht stéren. Der Wert 
der Reaktion als Acetonprobe verliert besonders dann, wenn wir auf 
den Umstand hinweisen, dab der Nachweis mit Nitroprussid nur in 
Gegenwart von 5 prom. Aceton méglich ist!!), geringere Konzentrationen 
als diese geben entweder nur schwache oder keinerlei Farbenreaktionen, 
wohingegen die Nitroprussidprobe gut nachweisbar positiv ist in solechen 
Harnen, welche nach Messinger-Huppert bestimmt 0,1 prom. Gesamt- 
aceton enthalten. Der Grund dieses gegensitzlichen Verhaltens ist 
nicht in dem etwa aktivierenden Einflu8 des Harns auf die Aceton- 
Nitroprussidprobe zu suchen [daB es solche Substanzen gibt, ist ja 
bekannt, z. B. das bei der Rothera-Probe benutzte (H,N),S0O,]. Denn 
1. es bleibt die Probe negativ, wenn wir zu Normalharn 0,5- oder sogar 
l prom. Aceton (also 10 mal so viel wie im obigen Harn Gesamtaceton 


1) Striimpell, Spezielle Pathol. u. Therap. 

2) Mehring, Lehrb. d. inn. Med. 

3) Umber, Ernahrungs- und Stoffwechselkrankheiten. 

4) Seifert und Miiller, Taschenbuch. 

5) Brugsch-Schittenhelm, Lehrb. d. ktin. Diagnost. u. Untersuchungs- 
methoden. 

®) Klopstock-Kowarsky, Prakt. d. klin. Diagnost. vu. Untersuchungs- 
methoden. 

7) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, I. 

8) Spdth, Chem. u. mikr. Unters. d. Harns. 

*) Le. 

1°) Lorber, diese Zeitschr. 181, 366, 1927. 

11) Im weiteren ist unter Nitroprussidprobe die von mir vorgeschriebene 


(l. ec.) Rothera-Modifikation zu verstehen, welche empfindlicher ist als die 


urspriingliche Legalsche. 
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Aceton und Acetessigsiure im Harn. ie 


vorhanden ist) hinzugeben, 2. wird der stark positiv reagierende Harn 
negativ, wenn wir den sogenannten acetonhaltigen Harn warm ab. 
destillieren und das Destillat mit dem Harn wieder vereinigen, oder 
wenn wir die Probe mit dem im Destillat vorhandenem Aceton selbst 
ausfiihren. Nach dem Bisherigen ersehen wir, daB die Nitroprussid. 
probe im Harn nicht Aceton bestimmt, die Legalsche Probe daher hierzu 
nicht geeignet ist. 

Die Nitroprussid probe weist nur die Acetessigsiure im Harn nach 
dies beweisen folgende Untersuchungen. Es ist bekannt, daB das 
Aceton durch Entliften aus dem Harn vollkommen entfernt werden 
kann [Schwarz'), Waldvogel?)|. Dieses beweist auch folgendes Experi- 
ment: 100cem Iproz. Aceton enthaltender Harn verliert innerhalb 
10 Minuten 15 Proz., innerhalb 45 Minuten 98 Proz. Aceton, wenn wir 
denselben bei 35° heftig durchliiften. Wenn wir aber pathologischen 
Harn, welcher eine intensive Nitroprussidprobe gibt, stundenlang 
durchliiften und denselben, um den Wasserverlust zu ersetzen, mit 
destilliertem Wasser auf sein urspriingliches Volumen fiillen, und wir 
danach mit diesem, sowie mit dem urspriinglichen, nicht durchliifteten 
Harn quantitativ vergleichende Nitroprussidproben anstellen (siehe Ab- 
handlung iiber quantitative Bestimmung der Acetessigsiure), so finden 
wir, da beide quantitativ vollkommen iibereinstimmen, d.h. die 
Menge der chemischen Substanz, welche die Nitroprussidprobe gibt. 
hat sich im Harn nicht verandert (ist nicht fliichtig), ferner, daB die 
Acetonmenge des Harns bei der Farbeninderung der Nitroprussid 
reaktion keinen EinfluB hat. 

Sehr tiberzeugend ist folgendes Experiment: Wenn wir obigen 
Harn ein wenig angesiuert in einer Eprouvette zuschmelzen, dann 
auf 5 Minuten in siedendes Wasser stellen, nach erfolgter Abkiihlung 
gut durchschiitteln und die Eprouvette éffnen, hierauf mit dem so 
behandelten Harn die Nitroprussidprobe ausfiihren, finden wir, daB 
dieselbe negativ geworden ist. Die Ursache hiervon ist, da die Acet 
essigsiure, welche allein die Probe gibt, in saurem Mittel bei héheren 
Temperaturen — im Gegensatz zum Aceton, das keine Veriinderung 
erleidet leicht zersetzlich ist, sigh zersetzte und die aus derselben 
sich gebildete iquivalente Menge Aceton die Probe nicht gibt. Wenn 
wir 100ccm 2prom. Gesamtaceton enthaltenden Harn abdestillieren 
und das Destillat in wenig Wasser oder in Normalharn auffangen und 
die Nitroprussidreaktion in demselben ausfiihren, erhalten wir eine 
im Verhaltnis zum urspriinglichen Harn schwach positive Reaktion 
Vergleichen wir quantitativ die im urspriinglichen Harn auftretende 


!) Schwarz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 40, 168, 1897. 
2) Waldvogel, Die Acetonkérper. 
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Farbenreaktion mit jener des Destillats, so finden wir, daB letzteres 
die Reaktion dreiBigmal schwicher gibt. Hiernach besteht zwischen 
der Nitroprussidreaktion des urspriinglichen Harns und des Destillats 
quantitativ ein ebensolcher Zusammenhang als zwischen der Nitro 
prussidfarbenreaktion des Acetons und der Acetessigsiure (siehe 
quantitativer Teil). Die Nitroprussidreaktion dient also in der quali- 
tativen Chemie des Harns nicht zur Bestimmung des Acetons, sondern 
nur zum Nachweis der Acetessigsdure allein, 


Die Liebensche Jodoformprobe, 


welche eine sehr empfindliche Probe des Acetons ist, wird allgemein 
ebenfalls unricht:g ausgefiihrt. Ein groBer Teil der verschiedenen Hand- 
und Lehrbiicher (Striimpell, Mehring usw.) erwihnt nicht einmal diese 
Probe als Acetonprobe, ein anderer Teil wieder empfiehlt, um dieselbe 
empfindlicher zu machen, das Abdestillieren des Harns (Neubauer, Neu- 
berg, Hammarsten usw.). Wie wir aus dem unten Folgenden ersehen 
werden, ist der Nachweis des im Harn nur in minimalen Mengen vor- 
handenen Acetons nur allein mit der Liebenschen Probe méglich; die 
Probe durch das umstindliche Destillieren empfindlicher zu machen, 
ist unnétig, ja sogar unzulassig, denn dann wird die einzige im Harn 
brauchbare Acetonprobe wieder nicht Aceton nachweisen. Die Liebensche 
Probe und ihre verschiedenen Modifikationen, welche die Probe im 
Destillat des Harns ausfiihren, weisen Acetessigsiure und nicht Aceton 
nach. Dieses beweisen folgende Experimente: 

Nehmen wir einen Harn, welcher, nach Messinger-Huppert be- 
stimmt, 0,2prom. Gesamtaceton enthilt, eine Nitroprussidprobe gibt 
und die Liebensche Probe, auf allgemein gebrauchliche Art (mit starker 
Lauge + einige Tropfen Lugolsche Lésung) durchgefiihrt, im Harn 
auf direkte Art nicht gibt. Wenn wir denselben in der Weise destillieren. 
daB wir das Destillat in Normalharn auffangen, so ist die in diesem 
Normalharn durchgefiihrte Liebensche Probe stark positiv geworden. 
Der Grund hiervon besteht nicht darin, daB das im Normalharn immer 
vorhandene Aceton mit jenem des destillierten Harns summiert die 
Probe gegeben habe. Wenn wir nimlich obigen Harn schwach an- 
siuern und in zugeschmolzener Eprouvette 3 Minuten lang in siedendem 
Wasserbad halten, dann nach erfolgter Abkiihlung die Liebensche 
Probe durchfiihren, bekommen wir eine starke Triibung, welche von 
Jodoform herriihrt. Der Grund des Unterschieds in der Intensitat 
der im Destillat und im urspriinglichen Harn durchgefiihrten Proben 
ist (bei der Vergleichung habe ich die Liebensche Probe auf weiter 
unten angegebene Art durchgefiihrt), daB wir im Destillat des Harns 
nicht nur das priaformierte, sondern auch das von der Acetessigsiure 
abgespaltene Aceton vorfinden. Mit diesem Verfahren also weisen wir 
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wieder nicht Aceton, sondern Acetessigsiure nach; es darf daher, um 
praformiertes Aceton nachzuweisen, der Harn nicht destilliert werden. 

Fiihrt man die Liebensche Probe mit der unten angegebenen 
Modifikation aus, dann wird sie auch ohne Destillieren in jedem Harn, 
der die Nitroprussidprobe gibt, positiv ausfallen, also in Wirklichkeit 
das priformierte, nicht aber das von der Acetessigsiure durch das 
Destillieren abgespaltene Aceton nachweisen; iiberdies erkennen wir 
dann die Jodoformbildung nicht nur an dem Geruch, sondern an der 
allenfalls auftretenden Triibung bzw. dem Niederschlag. 

Fiihren wir die Jodoformprobe, wie allgemein gebriuchlich, mit 
wenig Jod enthaltender Lugolscher Lésung aus, so kommt es, wie 
meine Untersuchungen zeigten, sehr oft vor, daB die iibrigen Bestand- 
teile des Harns das in der Lugolschen Lésung enthaltene wenige Jod 
gebunden haben, so daB davon zur Bildung des Acetonjodoforms nichts 
iibrig blieb; so hat 1,0 ccm Normalharn 1,5 ccm Lugollésung in dem 
MaBe gebunden, daB das Jod auch nach nachtraglichem Ansaduern 
nicht frei geworden ist. Nimmt man also zur Probe, welche auBer- 
ordentlich empfindlich ist, statt der Lugollésung eine starkere Jod- 
lésung, dann wird sie in jedem Aceton enthaltenden Harn positiv 
ausfallen. 

Aus nachfolgender Uberlegung erkennt man, da8 man mit der 
Liebenschen Probe nicht nur im Aceton enthaltenden pathologischen 
Harn, sondern auch das unter normalen Verhaltnissen entleerte Aceton 
mu nachweisen kénnen. 

Aus dem Obigen haben wir nimlich schon gesehen. daB der Harn 
selbst, wenn hinreichend Jod vorhanden ist, den Eintritt der Reaktion 
nicht hindert; ferner wissen wir, daB die Lieben-Probe, in reiner, 
wasseriger Acetonlésung ausgefiihrt — in einer Verdiinnung von 
1: 200000 —, sofort eine starke Triibung zeigt (bei einem Verhiltnis 
von 1: 800000 entsteht nur eine schwache Triibung nach etwa 20 bis 
25 Minuten). Dieses bedeutet so viel, daB, wenn in 1,5 Liter Harn 
7,5 mg Aceton vorhanden sind, sofort Triibung auftreten muB. Aus 
alteren Untersuchungen [Jaksch')] wissen wir aber, daB Aceton sich 
auch unter normalen Umstinden, wenngleich in sehr geringer Menge. 
im Harn entleert. /Jaksch fand aus dem Destillat von mehreren Litern 
Harn, daB es beiliufig 10 mg pro Tag betragt. Nach obigem miibte 
man also auch diese nicht pathologische Acetonmenge mit der Jodo- 
formprobe nachweisen kénnen. Mit der von mir empfohlenen Modi- 
fikation ist dieses auch in allen Fallen gelungen. 

Die Probe habe ich so ausgefiihrt, daB ich zu 6ccm Harn etwa 
2cem 20proz. NaOH-Lésung hinzugegeben habe und, um die Mischung 


1) Jaksch, Uber Acetonurie und Diaceturie. 
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von dem entstandenen Phosphatniederschlag zu befreien, filtriert hale 
Das Filtrat habe ich in zwei Eprouvetten verteilt und in die eine aa Partes 
etwa 1,5proz. (ungefahr n/10) Jodlésung gegeben; nachdem diese gut 
durchschiittelt worden, habe ich, um den entstandenen schwarzen 
Jodnitrogenniederschlag zu lésen, noch einige Tropfen Laugenlésung 
hinzugegeben; der vorhandenen Acetonmenge entsprechend, ist sofort 
oder nach kurzem Stehen Triibung entstanden, welche sich nach und 
nach verstirkte. Die Triibung wird sehr auffallend, wenn wir damit 
den anderen Teil des Filtrats vergleichen. Auf diese Weise habe ich 
in 20 Fallen Normalharn untersucht und in jedem Falle eine intensive 
Tribung. begleitet von starkem Jodoformgeruch, bekommen. 

Das iiber die Liebensche Jodoformprobe bisher Gesagte zusammen- 
gefaBt, ist dieselbe, mit der von mir vorgeschlagenen kleinen Modifikation 
direkt im Harn ausgefiihrt, die allein brauchbare Acetonprobe im Harn. 
Alle jene Modifikationen, welche die Probe im Destillat ausfiihren, weisen 
nicht Aceton, sondern Acetessigsdiure nach. 

Die Frommersche Probe aber, da sie bei 70° ausgefiihrt wird, ist zum 
Nachweis des Acetons im Harn ebenfalls ungeeignet, weil bei dieser Tem- 
peratur sich auch Aceton von der Diacetsiure abspaltet. Ubrigens hat 
Engfeldt') schon in einer alteren Arbeit nachgewiesen, daB die Probe 
auch Acetessigsiure nachzuweisen imstande ist. 

Nachdem ich im bisherigen darauf hingewiesen habe, daB die 
qualitativen Acetonproben nicht Aceton, sondern Acetessigsiure im 
Harn nachweisen, gehe ich auf die bisher einzig zum Nachweis der 
Acetessigsiure im Harn angewendete 


Gerhardt-Probe 
iiber. 

Wenn im acidotischen Harn in Wirklichkeit nicht Aceton, sondern 
Acetessigsiure vorhanden ist, warum ist dann jeder nach Legal positive 
Harn nicht auch mit FeCl, positiv ‘ 

Um auf diese Frage antworten zu kénnen, miissen wir die nach 
Gerhardt negativen acidotischen Harne in zwei Gruppen teilen: 1. die wenig 
Acetessigsiure enthaltenden Harne, 2. die Acetessigsiure enthaltenden 
Harne, welche noch innerhalb der Empfindlichkeit der FeCl,-Probe 
fallen [Lichtwitz?)]. Die wenig Acetessigsiure enthaltenden sind mit FeC), 
natiirlich negativ, weil die dort vorkommenden Mengen auBerhalb 
der Empfindlichkeit der Gerhardt-Probe fallen. Die zur zweiten Gruppe 
gehérenden Mengen aber kénnen mit FeCl, deshalb nicht nachgewiesen 
werden, weil man die Proben bisher unrichtig erklirte oder durch- 
fiihrte. An sehr vielen Stellen lesen wir, daB die Gerhardt-Probe nur 


1) Engfeldt, Berl. klin. Wochenschr. 1915, S. 18 u. 30. 
2) Lichtwitz, 1. ce. 
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dann positiv ist, wenn der Harn mit FeCl, eine bordeauxrote Farbe 
erhalt [Hammarsten'), Seifert-Miiller'), Striimpell'), Hoppe-Seyler- 
Thierfelder*)}, an wenigen Stellen, daB auch die mahagonibraune Farbe 
auf Acetessigsiure hinweist [ Brugsch-Schittenhelm®)|. Ferner lesen wir, 
daB den verschiedenen anderen Verbindungen, welche mit FeCl, eine 
Farbenreaktion geben. so unterschieden werden kénnen, daB wir den 
Harn aufkochen, und wenn Entfarbung auftritt, so hat die Diacetsiure 
die Farbe gegeben. Einzelne fiihren dieses Aufkochen, in unrichtiger 
Weise, so aus, daB sie den mit FeCl, versetzten Harn in zwei Teile 
teilen und den einen Teil aufkochen; schwacht sich die Farbe, so sagen 
sie, die Reaktion sei positiv, wenn nicht, dann sei sie negativ. 

Wenn wir die Froke richtig ausfiihren bzw. die entstandene Farbe 
richtig erkliren, dann ist die Gerhardt-Probe bei Harnen, welche zu 
der oben erwahnten zweiten Gruppe gehéren, immer positiv. Hinsichtlich 
der Ausfiihrung der Probe ist folgendes zu bemerken: Die wasserige 
Lésung der Acetessigsiure gibt mit FeCl, — dem allgemeinen Enol- 
reagens — weder eine burgundrote, noch eine mahagonibraune Farbe, 
sondern eine violette Farke. Geben wir aber Acetessigsiure zum Harn 
und fiihren die Probe so aus, dann kekommen wir, je nach der Menge 
der Acetessigsiure, eine schwach gelbe oder eine dunkel mahagoni- 
braune Farbe und tei viel Acetessigsiure eine dunkel-bordeauxrote 
Farbe. Diese Farbe verschwindet auf Ansiiuern, erscheint aber auf 
Alkalisieren wieder. 

Kocht man 1 bis 2 Minuten lang die angesiuerte Lésung und 
neutralisiert nach erfolgter Abkihlung von nevem, dann kehrt die 
braune Farbe — weil die Acetessigsiure sich zersetzt hat — nicht 
mehr zuriick. 

Besonders unrichtig ist jene Art der Untersuchung auf Acetessig- 
siure*), wenn man den mit FeCl, gefiirbten Harn in zwei Teile teilt, den 
einen Teil aufkocht und von der Farbenschwachung auf das Vorhanden- 
sein der Acetessigsiure folgert. Hierbei kommt es nimlich oft vor, 
daB der erwirmte Teil, statt sich zu entfirben, infolge der hydro- 
lytischen Zersetzung des FeCl, eine noch dunklere Farbe annimmt und 
die etwaige Farbenschwichung vollkommen verdeckt wird. 

Unter Beriicksichtigung des oben Dargelegten muB die Gerhardt. 
Probe in folgender Weise ausgefiihrt werden: 

Wir gieBen gleiche Mengen (etwa 5 ccm) Harn in zwei Eprouvetten 
und siiuern die eine mit n H,SO, (10 Tropfen) an, kochen heftig auf 


1) le. 

2) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol.- u. pathol.-chem. Analyse. 
\S Le 

‘) Spdth, 1. e., S. 129. 
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(etwa 1 Minute lang), kiihlen ab, neutralisieren mit n NaOH (die 
NaOH stellen wir auf n H,S0O, ein und halten beide in Tropfglisern) 
zum nicht erwirmten Teile geben wir behufs Alkalisieren einen Tropfen 
NaOH. Hernach geben wir zu beiden etwa l0proz. FeCl,-Lésung 
Vergleicht man die zwei Eprouvetten, so wird bei positiver Gerhardt. 
Probe die nicht erwarmte Eprouvette gelber bzw. réter sein als die 
Kontrollréhre. Fiihrt man die Reaktion in dieser Weise aus, dann 
erhalt man in jedem Falle ein positives Resultat in Harnen, welche 
eine mittelstarke Legal-Probe geben. In jedem nach Legal positiven 
Harn ist die Probe deshalb nicht positiv, weil sie weniger empfindlich 
als die Nitroprussidprobe ist’). 


Zusammenfassung. 

1. Die Nitroprussidreaktion und die Liebensche Probe, welch 
letztere wir im Destillat des Harns ausgefiihrt haben, weisen im 
sogenannten acetonhaltigen Harn nicht Aceton, sondern Acetessig- 
siure nach. 

2. Die Liebensche Probe wurde in der Weise modifiziert, daB sie 
im Harn selbst ausgefiihrt werden kann und dann in Wirklichkeit 
Aceton nachweist. 

3. Wurde die richtige Ausfiihrungsart der Gerhardtschen Probe 
mitgeteilt. 


1) Siehe iiber die Frage ausfiihrlich: Lorber, diese Zeitschr. 181, 383, 
1927. 
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Untersuchungen iiber die tautomeren Enol- und Ketoformen 
der Acetessigsaure. 


Von 
Leo Lorber. 
(Aus dem Zentrallaboratorium der jiidischen Gemeinde in Budapest.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


Aus den bisherigen Untersuchungen geht unzweifelhaft hervor, 
daB mit dem Harn bei Acetonurie nicht Aceton, sondern Acetessig- 
siure entleert wird, bzw. daB das im Urin anwesende Aceton im Ver- 
haltnis zur Acetessigsiure verschwindend gering ist'). Auf Grund der 
mitgeteilten Untersuchungen ist aber auch evident geworden, daB auch 
die bei der Harnuntersuchung gebrauchliche Nitroprussidprobe Acet- 
essigsiure nachweist. Doch kommt es haufig vor, dab neben der 
positiven Nitroprussidprobe die Gerhardtsche Probe, welche bei der 
Harnuntersuchung zum Nachweis der Acetessigsiure gebraucht wird, 
negativ war. 

Lichtwitz?) beschaftigte sich eingehender mit dem abweichenden 
Verhalten dieser beiden Proben der Acetessigsiure und nahm an, dab 
die beiden Proben auf die Anwesenheit zweier verschieden strukturierter 
Acetessigsiuren hinweisen. Nach ihm weist die Nitroprussidprobe 
die Keto-, die Ferrichloridprobe die Enolform nach. Diese Hypothese 
wurde seither von mehreren Autoren angenommen [ Krehl*), Umber*)). 
Lichtwitz kann die Theorie nicht beweisen, zur Unterstiitzung derselben 
teilt er Angaben mit, welchen zufolge der positive Ausfall der Ferri- 
chloridprobe der Acetessigsiure, vom Gehalt des Harns an Acetessig- 
siure in weiten Grenzen unabhangig ist. Lichtwitz zieht im Zusammen- 
hang mit der Theorie auch die Folgerung, daB das Erscheinen der 
Enolform der Acetessigsiure im Harn das Zeichen einer schwereren 
Acidosis sei. 


1) Lorber, diese Zeitschr. 181, 375, 1927. 

2) Lichtwitz, Berl. klin. Wochenschr. 1915, 8S. 399. 
3) Krehl, Pathol. Physiol. 

*) Umber, Stoffwechselkrankheiten. 
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im folgenden méchte ich mich mit den beiden Formen der Acet- 
essigsaure beschaftigen, im Zusammenhang damit ferner auf die Fehler 
der obigen Theorie hinweisen. 


Fiir die Ketone ist, alteren Untersuchungen zufolge, die CO-Gruppe 
charakteristisch, d.h. ihre chemische Form wird durch das Schema 
R—CO—R veranschaulicht. Neuere Untersuchungen wiesen aber nach, 
da8 die meisten Ketone nicht nur in der obigen sogenannten Ketoform 
anwesend sind, sondern von der Mischung der Enol- und Ketoformen 
gebildet werden. Fiir die Enolform ist eine Doppelbindung und die CHO- 
Gruppe charakteristisch. Bei der Acetessigsiure z. B. zeigt die Enolform 
CH,—COH=CH—COOH, die Ketoform CH,—CO—CH,—COOH. 

Die Anwesenheit dieser beiden Formen beim Aceton und dem Athy!l-. 
ester der Acetessigsiure konnte man schon bisher nachweisen'), bei diesen 
beiden Ketonen ist die Ketoform im Ubergewicht, im Gegensatz zur Acet- 
essigsaure, bei welcher, wie ich es im weiteren beweisen méchte, die Enol- 
form dominiert. Beim Acetessigester verhalten sich beide zueinander nach 
den Untersuchungen Meyers*) derart, da8 in 100 Teilen 0,4 Enol-, 99,6 
Ketoformen anwesend sind. Zusammen mit den strukturellen Unter- 
schieden zeigen die beiden Formen auch sonstige chemische Differenzen. 
Im allgemeinen ist die Enolform infolge der Doppelbindung die reaktions- 
fahigere. Mit Ferrichlorid gibt sie violette Farbe, verschiedene Atome 
bzw. Atomkomplexe vermag sie aufzunehmen. Eine sehr wichtige Reaktion 
neben der Ferrichloridreaktion ist ihre brombindende Fahigkeit. welche 
mit dem Aceton nach folgender Gleichung ablauft: 

Ent CH,.COH: CH, + 2 Br'= CH,. COH. CH,Br. 
Enol Br 

Nach Abspaltung eines Molekiils HBr: 

CH, .COH.CH,Br — HBr = CH,COCH,Br. 
Br 

wviesen zufolge also bindet ein Enolmolekiil zwei Atome Brom, wahrend 
sie selbst die Ketoform annimmt. 

Mayer*) gebrauchte diese Reaktion in der Mischung der Enol- und 
Ketoformen zur quantitativen Bestimmung der Enolform. Infolge dieser 
Reaktion wird in der Lésung auch das Enol-Ketogleichgewicht gestért. 
Dieses gestérte Gleichgewicht jedoch wird bei den verschiedenen Ketonen 
nach kiirzerer oder langerer Zeit wieder hergestellt durch die Bildung neuer 
Enolformen. 

Nach den Untersuchungen Mayers ist dieser ProzeB ziemlich langsam, 
so daB er die Messung der Enolformen durch direkte Titration mit Brom. 
lésung ausfiihrt. 

Bevor wir die Gleichgewichtsverhiltnisse der Acetessigsiure im 
allgemeinen untersuchen, wollen wir dieselben in diaceturischen Harnen 
untersuchen, bei welchen der Gleichgewichtszustand nach Lichtwitz 
verainderlich ware. Diese Hypothese ist schon a priori unwahrscheinlich, 
denn wir ersehen bereits aus dem Obigen, daB der Gleichgewichtszustand 


1) Gattermann, Praxis des org. Chemikers 1925, S. 234. 
2) Derselbe, 1. c. 
3) Meyer, Liebigs Ann. 1911, 8S. 380. 
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auch dann wieder hergestellt wird, wenn wir die quantitativen Ver- 
haltnisse beider Formen kiinstlich verindert haben; ferner auch auf 
Grund jener Untersuchungen Mayers, aus welchen wir wissen, dab 
der Enol-Ketogleichgewichtszustand bei gleichen physikalischen Ver- 
haltnissen in verschiedenen Lésungsmitteln konstant ist’). 

Auf Grund der unten mitgeteilten quantitativen Messungen aber, 
nach denen die mit Nitroprussid und Ferrichlorid gemessene Acetessig- 
siure im Harn quantitative, vollkommen parallel sich andernde Werte 
ergibt, kénnen wir sagen, daB der Gleichgewichtszustand in den von 
mir untersuchten Harnen nicht verinderlich war, ferner, nachdem auch 
die reine Acetessigsiurelésung gegeniiber den beiden Proben sich genau 
ahnlich verhielt, daB wir diese GesetzmaBigkeit auf simtliche Harne 
gleich zu Recht bestehend aussagen kénnen. 


Die quantitative Bestimmung der Acetessigsiure mit Ferrichlorid 
(nach Lichtwitz der Enolform). 


Notwendige Lésungen * 

1. lprom. Salicylsiurelésung. 

2. 5proz. Ferrichloridlésung. 

3. Acetessigsiure, deren Bereitung nach Ljungren*) folgenderweise 
geschieht: Von acetessigsaurem Athylester messen wir 1,3 ccm ab, 
fiigen 1l ccm NaOH dazu, nach 7 Stunden neutralisieren wir gegen 
Lackmus mit HCl und das Ganze fiillen wir mit Wasser auf 100 com auf. 

Die Entfernung des Alkohols ist hier nicht notwendig, weil der- 
selbe die Reaktion nicht stért. Der Acetessigsiuregehalt der Lésung 
ist etwa lproz. Die Lésung wird auf Eis gehalten. Bei Gebrauch 
bestimmen wir den Titer mittels der mitgeteilten Makromethode*), 
oder rascher mittels der FeCl,-Salicylsiure-kolorimetrischen Messung 
(s. weiter). Ich bemerke, dab der Titer der genau neutralisierten Lésung 
auch nach langerer Zeit nur wenig sinkt. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung geschieht folgendermaBen: 

Die neutralisierte Acetessigsiure oder ihr Salz wird in eine Eprou- 
vette gemessen, dazu 0,3 com von der Lésung 2 gegeben und das (ranze 
auf 10 ccm aufgefiillt. Die entstandene violette Farbe wird mit einer 
solchen Salicylsiurelésung (s. Lésung 1) verglichen, welche in 10 ccm 
ebenfalls 0,3 com FeCl, enthalt. (Die Menge der zum Vergleich dienenden 
Salicylsiure wird durch die annahernde Konzentration der zu messenden 
Acetessigsaure bestimmt.) 


1) Gattermann, |. c., 5. 239. 
2) Liungren, diese Zeitschr. 145, 422, 1924. 
8) Lorber, diese Zeitschr. 181, 366, 1927. 
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Da ich die Farbe des FeCl, + Salicylsiure 3,04mal starker fand 
als die Farbe des FeCl, + Acetessigsiure, darum ergibt die die Farben- 
gleichheit gebende mg-proz. Salicylsiuremenge multipliziert mit 3,04 
die Acetessigsiuremenge in mg-proz. 

Im Harn ist die Bestimmung auf so einfache Weise nicht aus- 
fiihrbar, denn 1. die Eisen-Acetessigsaure ist hier von brauner bzw. bor- 
deauxroter Farbe, 2. der Harn hat eine saure Reaktion, endlich 3. im 
Harn gibt es auch andere, mit Eisen braune Farbe gebende Substanzen 

Die Elimination dieser drei stérenden Momente erreichte ich 
folgenderweise : 

1. Die zur Bestimmung der Acetessigsiure dienende genaue Acet- 
essigsiure (s. weiter unten) gab ich ebenfalls zum Harn, wodurch die 
messende Lésung mit Eisen ebenfalls braune Farbenreaktion gab 
fallgemeine Kompensationsmethode') ]. 

2. Ich alkalisierte ein wenig den Harn. 

3. Die anderen mit Eisen eine braune Farbe gebenden Substanzen 
bestimmte ich besonders und zog sie ab vom Endresultat. 

Zur Bestimmung der Acetessigsiure im Harn mittels der Gerhardt- 
schen Probe sind auBer der obigen, mit 3 .bezeichneten Acetessigsiure- 
lésung noch folgende Lésungen erforderlich: 

4. 1l0proz. FeCl,-Lésung. 

5. Etwa n H,SO,-Lésung. 

6. Etwa n NaOH-Lésung (letztere beiden Lésungen muB man 
zueinander titrieren). 

7. lprom. Phenolrot oder Iproz. Phenolphthalein. 


Die Ausfiihrung der Bestimmung. 


In jede von vier Eprouvetten messen wir 5ccm Harn. In die 
erste Eprouvette geben wir drei Tropfen von der Indikatorlésung 
Nr. 7 und dann vom n NaOH so viel Tropfen, bis der Inhalt der ersten 
Eprouvette schwach alkalisch wird. Die zur schwachen Alkalisierung 
notwendige NaOQH-Menge messen wir auch in die Eprouvetten Nr. 2. 
3 und 4. Die erste Eprouvette ist zu den weiteren Manipulationen 
nicht mehr erforderlich. Dann geben wir 10 Tropfen von der n H,SO, 
in das zweite Reagenzglas, stellen es auf 4 Minuten in siedendes Wasser. 
zwecks Zersetzung der Acetessigsiure, kiihlen dann ab und fiigen 
zwecks Neutralisation eine der 10 Tropfen H,SO, aquivalente Menge 
NaOH (Lésung Nr. 6) hinzu und nach gutem Mischen 5ccm FeCl, 
(Lésung Nr. 4). Die jetzt entstandene Farbe ist die Farbe der nicht 
aus Acetessigsiure entstandenen Stoffe mit FeCl,. In die dritte Eprou- 
vette geben wir 5cem FeCl,; hier erhalten wir die Farbe der anderen 


') Lorber, Allgemeines. Diese Zeitschr. 162, 354, 1925. 
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Stoffe + Acetessigsiure + FeCl, Zur vierten Eprouvette messen wir 
auBer den 5ccm FeCl, auch aus der obigen genauen Acetessigsiure, 
deren Menge annahernd gleich sein soll mit dem Acetessigsiuregehalt 
der abgemessenen Menge Urins. Nachher fiillen wir die Lésungen der 
Reagenzglaser Nr.2, 3 und 4 auf gleiche Volumina auf und kolori- 
metrieren. Die Messungen fiihrte ich mit dem Autenrieth-Kénigsberger- 
schen Kolorimeter aus, dessen urspriingliche Skala ich zwecks Verein- 
fachung der Berechnung auf die in meinem Aufsatz: ,,Zwei einfache 
Methoden der quantitativen Bestimmung der Acetessigsiure aus- 
fiihrlich beschriebene Weise verainderte. Die Messungen geschahen 
auf folgende Weise: 

1. Den Inhalt des vierten Reagenzréhrchens fillte ich in den 
Keil, vom Inhalt des dritten Reagenzréhrchens gab ich ein wenig in 
die Kiivette und fiihrte die Kolorimetrie aus. Die der Farbengleichheit 
entsprechende Bruchzahl (der Skalateil der neuen Einteilung) wird 
verzeichnet. Durch diese Messung wurde die gesamte Farbe der Acet- 
essigsiure + andere Stoffe + FeCl,, in Acetessigsiure, ausgedriickt. 
bestimmt. Nachher reinigen wir den Keil und die Kiivette. 

2. Jetzt gieBen wir den Inhalt der dritten Eprouvette in den Keil 
und den der zweiten Eprouvette in die Kiivette und kolorimetrieren. 
Die so erhaltene Bruchzahl, welche besagt, der wievielte Teil der braunen 
Farbe des Inhalts der dritten Eprouvette nicht von der Acetessigsiure 
stamme, wird gleichfalls notiert. 

Aus den beiden Messungen wird der Acetessigsiuregehalt der 
abgemessenen Menge Harns folgendermaBen berechnet: 

Die ganze braune Farbe, in Acetessigsiure gemessen, ergibt sich 
aus der allgemeinen Gleichung (1. c.) aus den Angaben der Messung Nr. | 


z=a—*., 
z— Y 

wobei a die hinzugegebene genaue Menge der Acetessigsiure in Milli- 
grammen, z (die Konzentration der im Keil befindlichen Flissigkeit) 
= 1 bedeutet, y ist der bei dieser Messung abgelesene Skalenteil (Bruch- 
zahl). Wenn wir vom so berechneten x die nicht von Acetessigsaure 
herriihrende braune Farbe (in Acetessigsiure ausgedriickt) abziehen, 
erhalten wir den Acetessigsiuregehalt der Lésung. 

Der nicht auf Acetessigsiure entfallende Quotient kann leicht 
mittels der bei der Kolorimetrie Nr. 2 gefundenen Bruchzahl folgender- 
maBen berechnet werden: wenn die bei der Kolorimetrie gefundene 
Bruchzahl = n ist, so ist die nicht von Acetessigsiure stammende 
braune Farbe = n. x, der Acetessigsduregehalt aber = x — n. x, oder 
(y—ny) 


aus obiger Gleichung Acetessigsiure = a 
z—Yy¥ 
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Die mit dem Nitroprussid gegebene Farbenreaktion (nach Lichtwitz 
die Ketoform) ma8 ich mit der von mir mitgeteilten Methode'), jedoch 
gebrauchte ich, damit die Verhaltnisse identisch mit der oben mit- 
geteilten FeCl,-quantitativen Methode seien, auch hier keine Vergleichs- 
lésung, sondern wandte auch hier die allgemeine Kompensations- 
methode an auf folgende Weise: In zwei Reagenzglaser maB ich je 
1 com des Harns, in das eine auBerdem 1 ccm aus der oben beschriebenen 
genauen Acetessigsiurelésung (abhangig vom Acetessigsiuregehalt des 
Urins mehr oder weniger) und erganzte beide auf 4ccm. In zwei andere 
Eprouvetten maB ich je 5cem (H,N),SO,, 0,5 com Nitroprussidlésung 
und 0,5 cem Ammoniak. (Die ausfiihrliche Beschreibung der Lésungen 
siehe |. c.) Den Inhalt der letzteren beiden Reagenzglaser gob ich auf 
einmal in die den Harn enthaltenden Eprouvetten. Nach griindlichem 
Durchschiitteln kolorimetrieren wir (abhangig von der Intensitat der 
entstandenen Farbe) nach 3 bis 5 Minuten. Der Acetessigsiuregehalt 
kann ebenfalls aus der Gleichung 


berechnet werden, wo a = die hinzugefiigte Acetessigsiiure in Milli- 
grammen, z = 1, y = der am Kolorimeter abgelesene Skalenteil ist 
In mittels beider Methoden quantitativ verglichenen Urinen fand 
ich innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler die Acetessigsaure, 
d.h. nach Lichtwitz die Enol- und Ketoformen, vollkommen iiberein- 
stimmend. Ich bemerke, daB die durch die Vergleichung gewonnenen 
Resultate auch in absoluten Werten sehr gut mit dem auf jodometrischem 
Wege gemessenen Acetessigsiiurewert iibereinstimmten. Die unter- 
suchten Harne stammten teils von Kranken mit alimentarer, teils mit 
diabetischer Acetonurie, deren Acetessigsiuregehalt sehr verschieden war. 


Tabelle I. 
Menge der Acetessigsaure. 





a | aa: | lhe eee 

Prom. Prom Prom Prom. 
0,402 0.384 1,030 1,00 

0,172 0.191 2.930 3.030 
0.545 0.560 3.530 3.500 
0.840 0.830 0,472 0.443 
0.340 0,360 0.750 0,720 
0,562 0.587 1.900 1,920 





1) Lorber, 1. c. 
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Enol- und Ketoformen der Acetessigsaure. 


Wir ersehen also aus den vergleichenden Werten der Tabelle. 
daB im Gegensatz zu den Ergebnissen Lichtwitz’, die beiden Reaktionen 
quantitativ vollkommen parallel gehen. Demzufolge sind auch die 
von Lichtwitz gezogenen Schliisse nicht zu Recht bestehend. Ich 
sehe den Grund der Abweichung zwischen den Untersuchungen 
von Lichtwitz und den obigen Messungen in der unrichtigen Aus- 
fiihrung der FeCl,-Probe. Lichtwitz stellte nimlich seine eben er- 
wihnte Theorie auf Grund derjenigen Untersuchungen auf, aus 
denen er sah, daB es Harne gibt, welche quantitativ weit iiber 
die Empfindlichkeit der FeCl,-Probe sich erhebende Menge Acet- 
essigsiure enthalten und die qualitative Probe dennoch negativ 
war. Die Ursache dieser Abweichung kann natiirlich auBer der 
Verminderung der Enolform auch die AuBerachtlassung der Reak- 
tionsbedingungen sein. 

Da wir von der FeCl,-Probe wissen, daB sie die spezifische Probe 
der Enole ist, ferner da wir den obigen Messungen zufolge mit der 
FeCl,- und Nitroprussidprobe identische Werte erhielten, kénnten wir 
denken, da8 auch die Nitroprussidprobe bloB die Enole anzeige. Der 
Parallelismus macht die Hypothese nicht sicher, denn es handelt sich 
um einen Gleichgewichtszustand, wo bei Anderung der Gesamtmenge 
der Acetessigsiure auch die proportionale Verinderung der zusammen- 
setzenden Teile eintritt. 


Die gleichzeitige Anwendung der Brommethode (Mayer) und der 
Nitroprussidprobe gibt uns Gelegenheit, die Hypothese vollstandig 
zu verifizieren. 

Wir wissen nimlich (s. oben), daB 1 Molekiil Enol 2 Atome Brom 
bindet, wihrenddessen es sich in die Ketoform umlagert, und meine 
friiheren Untersuchungen zeigten, daB die bromierte Acetessigsiure 
die Nitroprussidprobe nicht gibt. 


Wenn wir also zu einer bekannten Quantitét Acetessigsiure eine 
Bromlésung von bekannter Konzentration hinzufiigen, so sinkt mit 
der Menge des Broms proportional die Enolform, also muB auch — 
nach der Hypothese — die Nitroprussidprobe proportiona! abnehmen 
Nach dem folgenden Versuch ist es in der Tat so. Den Versuch fiihrte 
ich so aus, daB ich eine genau bekannte Acetessigsiurelésung in zwei 
Reagenzglaser mab, zu dem einen eine genau bekannte Br-Lésung gab, 
mit beiden die Nitroprussidreaktion ausfiihrte und das Verhiltnis der 
entstandenen Farben bestimmte, und zwar so, da®B ich die bromierte 
Lésung in die Kiivette, die urspriingliche jedoch in den Keil goB. Die 
abgelesene Bruchzah] am Kolorimeter (siehe |. c.) multipliziert mit der 
urspriinglichen Menge der Acetessigsiure ergibt die die Nitroprussid- 
reaktion gebende Acetessigsiure. 
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Tabelle Il. 





Die mit der Nitros Die aus dem 
n/200 Acets Hinzugefiigte prussidprobe hinzugefugtem Br 
essigsaure n/200 BreLésuny getundene berechnete 
com com Verminderung des Enols 
0,92 0.44 0,20 0,22 
0,92 O38 0.415 0.44 
0.92 1,76 0.83 0,88 
1,00 2.10 1.00 1,05 


Da laut der Tabelle der mit dem Nitroprussid gemessene Verlust 
an Acetessigsiure vollkommen mit dem aus dem hinzugefiigten Brom 
berechneten Enolverlust iibereinstimmt, folgt hieraus, daB die Nitro- 
prussidprobe ahnlich der FeCl, Probe eine Enolprobe ist. Aus dem 
Versuch ersehen wir auch, daB die Diacetsiure in der gréBten Menge 
in Enolform vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 
|. In acetonurischen Harnen gehen die FeCl,- und die Nitroprussid- 
probe quantitativ vollkommen parallel. 
2. Die Nitroprussidprobe ist analog der FeCl,-Probe eine Enolprobe. 
3. Die Acetessigsiure ist tiberwiegend in Enolform vorhanden, 
sowohl im Urin als in reiner Diacetlésung. 


4. Die Ursache der Verschlechterung des acidotischen Zustandes 
ist nicht das Auftreten einer Acetessigsiure von neuerer Struktur 
(Enol) (nach Lichtwitz). 

5. Ich teile die quantitative Bestimmung der Gerhardt-Probe der 
Acetessigsiure in reinen Diacetlésungen und im Urin mit. 

















Einfache mikro-kolorimetrische Eisenbestimmungsmethode. 
Von 
Leo Lorber. 
(Aus dem Zentrallaboratorium der jiidischen Gemeinde in Budapest.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


Die allgemein gebrauchlichen Makromethoden sind zur Bestimmung 
des Eisens in den verschiedenen Korperfliissigkeiten, z. B. im Blut, 
nicht geeignet, da deren Ausfiihrung, abgesehen von ihrer Umstandlich- 
keit, auch viel Materie bendétigen. 

Die altesten Mikromethoden, welche die rote Farbe des Eisenrhodans 
zu qualitativen Bestimmungen anwenden [Jolles')], geben, wie schon 
langst bewiesen ist?), keine genauen Werte. Die neueren Methoden [Auten- 
rieth*) u.a.], welche ebenfalls die obengenannte Fe(SCN),-Reaktion zur 
Kolorimetrie anwenden, benétigen zwar wenig Blut, sind aber noch ziemlich 
umstandlich ; die von Autenrieth gebrauchte Extraktion mit Ather erschwert 
das prizise Arbeiten sehr. Die Methode, welche ohne Extraktion arbeitet 
[ Pincussen*)], nimmt keine Riicksicht auf die Aciditét der zu untersuchenden 
Lésungen. Wir wissen aber, daB die Intensitat des Fe(SCN), neben Eisen- 
gehalt auch vom Saéuregehalt der Lésung abhangig ist. 

Mit Riicksicht auf das oben Erwahnte teile ich in der Folge eine 
sehr einfache Eisenbestimmungsmethode mit, bei welcher 1. wenig 
Materie benétigt wird, 2. die nur 10 bis 12 Minuten dauert, 3. bei der 
die zur Zerstérung der vorhandenen organischen Stoffe notwendige 
Saure auf die Kolorimetrie keinen EinfluB ausiibt. 


Die Methode im allgemeinen. 


Es wird die Reaktion von Eisen und Sulfosalicylsiure zur Kolori- 
metrie verwendet. Die hier entstandene Farbe wird aber ebenfalls 
durch Saéuren beeinfluBt; geben wir aber zur Eisensulfosalicyllésung 
im Uberschu8 (H,N)O H-Lésung hinzu, so geht die rote Sulfosalicyl- 
eisenfarbe in eine sehr schéne gelbe Farbe tiber, welche von der Eisen- 
konzentration abhingig und von der Konzentration des Ammoniaks 


1) Neubauer, Analyse des Harns, 11. Aufl., 8S. 188. 

2) Kriiss, Kolorimetrie und Spektralanalyse. Hamburg 1891; Schwenken- 
backer, Arch. f. klin. Med. 75, 3. bis 5. Heft. 

8) Autenrieth und Funk, Miinch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 14. 

4) Pincussen, Mikromethodik. 
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in weiten Grenzen unabhiangig ist. In verdiinnten wiasserigen Lésungen 
wird das Eisen (in Ferro. und Ferriverbindung) einfach durch Hinzu- 
fiigen der Reagenzien kolorimetrisch bestimmt. Das organisch gebundene 
Kisen muB zuerst mit dem weiter unten beschriebenen, einfachen 
Verfahren in Freiheit gesetzt und hernach ebenso bestimmt werden 


Die zur Bestimmung notwendigen GefiBe. 


1. Mit 5.0 bzw. 10.0 ccm bezeichnete, 20,.0cm hohe und 20 mm 
weite Eprouvetten aus Jenaer Normalglas. 

2. Eine kalibrierte Pipette zum Abmessen von 0.1 ccm Blut 

3. Kolorimeter. 


Notwendige Lisungen. 


1. 0,lprom. Eisenlésung. die wir so herstellen, dab wir 0,497 g 

von mit Alkohol gefilltem FeSO, + 7H,O oder von Fe(SO,).(NH,), 
+ 6 aqu. (Mohrsches Salz) 0.7032 g in 1 Liter destillierten Wassers 

lésen, in welches wir 3 bis 4 Tropfen konzentrierter H,SO, gegeben. 

2. Eine 20proz. Sulfosalicylsiurelésung. (Bei Harnanalysen ge- 
braucht). 

3. Eine 10proz. offizinelle Ammoniaklésung. 

4. Zur Zerstérung von organischen Substanzen eine aa-Mischung 
von konzentrierter H,SO, und HNO, 

Die Reagenzien sollen eisenfrei sein und sollen nach obiger Reaktion 
keine Gelbfirbung geben. Sie sind jedoch, wenn auch nicht eisenfrei. 
brauchbar, wenn nur deren Eisengehalt bekannt ist. Den Eisengehalt 
kénnen wir mit dem weiter unten angegebenen Verfahren bestimmen. 


Bestimmung des anorganischen, im Ionenzustande anwesenden Eiseuns. 


Die auf Eisen zu untersuchende Lésung wird in einem Reagenz- 
glas abgemessen; dann fiigen wir dazu 0,4ccm von Lésung 2 und 
ebensoviel von Lésung 3. Die Mischung wird mit destilliertem Wasser 
so ergiinzt, daB in 1 ccm nicht mehr als 0,05 mg Fe sei. 

Die entstandene gelbe Farbe wird im Kolorimeter mit einer aus 
Lésung 1 ebenso bereiteten und bekannten Eisenlésung verglichen 
Die Vergleichslésung soll ungefihr so viel Eisen enthalten, wie die zu 
untersuchende; die Berechnung geschieht nach den allgemeinen Regeln 
der Kolorimetrie. 


Bestimmung des organisech gebundenen Eisens. 


Bestimmung im Blut. Das Blut wird, ahnlich dem Reststickstoff- 
verfahren von Acél, im Reegenzglas aus Jenaer Glas zerstért. Das 
Blut messen wir mit der in 0,1 ccm kalibrierten Pipette in eine trockene 
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Jenaer Eprouvette, geben dazu von der Sauremischung 0.25 ccm 
Die Mischung wird anfangs vorsichtig hoch iiber die Flamme gehalten 
und gekocht. In die Offnung des Reagenzglases geben wir ein wenig 
angefeuchtete Watte, um die starken SO,- und NO,-Dampfe zu ver- 
schlucken. Wenn die Mischung starker spritzt oder knallt, dann halten 
wir die Eprouvette héher iiber der Flamme. Wahrend des Kochens 
ist dae Gemisch farblos oder schwach gelb; gegen Ende der Zerstérung 
wird es etwas starker gelb oder manchmal auch braun. Tritt diese 
stirker gelbe (braune) Farbe auf, so halten wir das Reagenzglas un- 
mittelbar in die Flamme und kochen weiter, bis die Mischung farblos 
wird. Wird das Gemisch nach langerem Kochen nicht farblos, so geben 
wir einen Tropfen 33proz. H,O,-Lésung dazu. Das H,O, tropfen 
wir unmittelbar ins Gemisch und achten darauf, daB nur wenig davon 
auf die Wand des Reagenzglases kommen soll, und kochen 1 bis 2 Minuten 
weiter. Allgemein dauert eine Zerstérung nicht linger als 3 Minuten 
Nachdem die Zerstérung beendet ist und das Gemisch abgekiihlt worden 
ist, geben wir ungefihr 3ccm destilliertes Wasser dazu und kochen 
noch 2 Minuten weiter. Dieses Kochen ist sehr wichtig, denn hierbei 
geht das am Reagenzglas angelegte Eisen in Lésung, ohne welche 
nimlich das Eisen die obige Reaktion nicht gibt. 

Nun wird das Gemisch unter Wasser abgekiihlt und 8 Tropfen 
(0,4 ccm) Sulfosalicylsiure hinzugefiigt ; dann so vicle Tropfen H,NOH 
hinzugegeben, bis die anfangs entstandene rote Farbe in eine lebhaft 
gelbe Farbe iiberschligt, wozu ungefabr 0.6 bis 0,7 com H,NOH nétig 
sind. (Ein weiteres Eintropfen aindert an der Farbe nichts.) Das Ganze 
wird auf 5 ccm, oder bei viel Eisen auf 10 ccm mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt. Diese Lésung wird kolorimetrisch mit einer Lésung ver- 
glichen, welche in 1 ccm 0,01 mg Eisen enthilt. Diese wird so her- 
gestellt, daB wir aus Lésung 1 10 ccm abmessen, je 4 ccm aus Lé ung 2 
und 3 hinzufiigen und das Ganze mit destilliertem Wasser auf 100 ccm 
erginzen; diese Lésung enthilt in 1 ccm 0,01 mg Fe. 

Nach den allgemeinen Regeln der Kolorimetrie gibt die der Farben- 
gleichheit entsprechende Menge Fe multipliziert mit der Verdiinnung 
(5 oder 10) die in 0,1] cem Blut enthaltene Eisenmenge. 

Mit dieser Methode kénnen wir in verdiinnten Lésungen das Eisen 
ebensogut im Ferro- wie im Ferrizustande bestimmen; in verdiinnten 
Lésungen wird nimlich das Ferroeisen zu Ferri oxydiert und so durch 
die Reaktion bestimmt. Konzentriertere Ferrolésungen werden durch 
einen Tropfen H,O, oder etwas Chlorwasser zu Ferri oxydiert. In 
diesem Falle mu8 aber die Lésung linger kochen, um das in Uberschul 
gebliebene Oxydationsmittel aus der Léisung zu entfernen, da die 
Oxydationsmittel die Reaktion dadurch stéren, daB sie die echine 
gelbe Farbe briiunen. Unter den iibrigen Metallen stéren Kupfer 
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Nickel und Kobalt die Reaktion, wenn sie in gréBerer Menge vor. 
handen sind; dieselben geben nimlich unter obigen Voraussetzungen 
ebenfalls eine, jedoch griine oder brauns Farbenreaktion. Diese Stoffe 
sind in den Kérpersaéften niemals vorhanden; aus Legierungen oder 
Mineralien, wo sie in gréBeren Mengen vorhanden sind, muB man sie 
nach entsprechenden Verfahren entfernen. Die mit Kupfer entstandene 
griine Farbe wird mit einigen Tropfen 5proz. KC N-Lésung leicht 
beseitigt. 

Ich weise wiederholt darauf hin, daB es sehr wichtig ist, bei der 
Bestimmung das Eisen noch vor Hinzugabe der Sulfosalicylsaure in 
volistandig gelésten Zustand zu bringen; wir miissen deshalb neutrale 
Kisensalzlésungen vor der Reaktion mit H,SO, ein wenig ansauern 
um das durch Hydrolyse entstandene Fe(OH), zu lésen. 

Die folgende Tabelle enthalt die Ergebnisse einiger Bestimmungen 
welche ich mit der Methode ausgefiihrt habe. Es wurden mit der Methode 
l. genau gemessene Eisenlésungen bestimmt, 2. das im Blute ge- 
bundene Eisen gemessen und mit den Resultaten der Makromethode 
nach Neumann verglichen. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, gab 
die Bestimmung gut iibereinstimmende Resultate. 





Eisenmenge in mg 


"Mit der Methode 








Genau gemessen 


bestimmt 
0,051 0,051 8 
0,027 0,027 7 
0,0425 0,042 16 
0,071 0,071 08 

Zu Harn gemessen und bestimmt 
0,872 0,890 
1,777 1,780 
3,559 3,560 
4.600 4,450 
Im Blut Nach Neumann bestiinmt 
0,038 22 0,039 0 
0,031 75 0,032 72 
0,030 8 0,030 7 
0,049 95 0,050 7 
0,055 2 0,054 0 
0,064 1 0,064 0 
0,045 0 0,047 4 
0.028 5 0.028 4 
0,042 4 0.043 4 


0,047 8 0,047 8 























Uber den Stoffwechsel der Leucocyten. 


Von 


W. Fleischmann und Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


I. Frithere Arbeiten iiber den Stoffwechsel der Leucocyten. 


P. A. Levene und G. M. Meyer') entdeckten die glykolytische 
Wirkung der Leucocyten. Ihr Versuchsmaterial waren Exsudat- 
leucocyten, die Suspensionsfliissigkeit neutrale Phosphatlésung. Ihre 
Arbeit behandelte noch nicht die quantitative Seite des Stoffwechsels. 

E. Grafe®) untersuchte die Atmung leukimischen Blutes und fand, 
daB es stirker atmet als normales Blut. Aus seiner Arbeit folgte, daB 
die Leucocyten einen erheblichen oxydativen Stoffwechsel haben. 

A. Bakker®) untersuchte die Atmung und die Milchsiurebildung 
von Exsudatleucocyten. Die Atmung (Q,.) findet er gleich 0,4, die 
Garung (QQ) etwa gleich 6. j 


Il. Methoden. 


Zur Gewinnung von Blutleucocyten verwendeten wir Gianse. Die 
Tiere wurden entblutet, ihr Blut in Citratlésung nach H. J. Ham- 
burger*) aufgefangen (0,7 g NaCl + 1,1g Na,-Citrat + 100 com Wasser. 
Von dieser Lésung 1 Volumen + 3 Volumen Blut). Dann wurde kurz 
zentrifugiert, wobei sich die roten Blutzellen schneller absetzen als die 
weiBen. Die Leucocytensuspension wurde von dem roten Sediment 
abgehoben und ndétigenfalls durch weiteres kurzes Zentrifugieren 
konzentriert. Die Verunreinigung mit roten Blutzellen wurde kolori- 


1) P. A. Levene und G. M. Meyer, Journ. Biol. 11, 361, 1912. 
2) E. Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 102, 406, 1911. 

8) A. Bakker, Dissertation Groningen 1926. 

4) Abderhaldens Arbeitsmethoden. 
Biochemische Zeitschrift Band 181. % 
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metrisch bestimmt, durch Vergleich mit Farbungen, die bekannte 
Volumina roter Blutzellen erzeugten, und zwar nach Wasserhimolyse 
und Zentrifugieren eines aliquoten Teiles der Zellsuspension. Die 
Verunreinigung betrug bis zu 10 Proz. Bei dem geringen Stoffwechse! 
der roten Blutzellen') war nicht ihr Stoffwechsel, sondern nur ihr 
Gewicht bei der Berechnung des Leucocytenstoffwechsels zu_beriick- 
sichtigen. Das Gewicht der Leucocyten wurde durch Zentrifugieren 
eines aliquoten Teiles in einem graduierten Réhrchen bestimmt, 
nachdem das Verhaltnis zwischen Volumen und Trockensubstanz ge- 
messen worden war. 

Zur Gewinnung von Exsudatleucocyten verwendeten wir Kaninchen 
und verfuhren nach der Vorschrift von H. J. Hamburger. 200 ccm 
steriler (bicarbonatfreier) Ringerlésung wurden in die Bauchhdéhle 
injiziert. Nach 24 Stunden wurde die Injektion wiederholt. 3 bis 
6 Stunden nach der zweiten Injektion wurde die Bauchhéhle punktiert 
und das Exsudat in Citratlésung aufgefangen, wobei die Mischungsverhalt - 
nisse die gleichen waren, die oben fiir Blut angegeben sind. Die so ge- 
wonnenen Leucocyten waren fast ausschlieBlich polynucleare. Vorwiegend 
mononucleare erhielten wir, gleichfalls nach Hamburger, durch Injektion 
von 75 ccm sterilem Paraff. liquid. in die Bauchhéhle. Nach 9 Tagen 
wurde das Kaninchen punktiert und die Bauchhéhle mit Ringerlésung 
ausgewaschen. Das Paraffin des Exsudats wurde durch Zentrifugieren 
entfernt. Rund 75 Proz. der in diesem Exsudat enthaltenen Leucocyten 
waren mononucleire, der Rest polynucleire. Die Verunreinigung mit 
Blut in sachgemaB gewonnenen Exsudaten war ganz zu vernachilassigen. 

Wascht man das Citrat fort und ersetzt es durch Serum oder 
Ringerlésung, so verkleben die Leucocyten und werden fiir Stoff- 
wechselmessungen ungeeignet. Deshalb haben wir unsere Messungen 
in Citratlésung ausgefiihrt. Schadigt das Citrat den Stoffwechsel 
wofiir wir keine Anhaltspunkte gefunden haben —, so sind die von 
uns angegebenen Werte Minimalwerte und die wahre Atmung und 
Girung liegen noch héher. 

Die Messung des Stoffwechsels geschah manometrisch, nach den 
fiir Serum beschriebenen Methoden?), anaerob mit Hilfe eines Einzel- 
gefiBes, aerob'mit Hilfe eines GefaBpaares. Zu beachten war folgendes: 

1. Die Citratringerlésungen waren mit 5 Vol.-Proz. Kohlensiure 
gesittigt. Die durch das Citrat bewirkte Retention war zu vernach- 


lassigen. 


1) Nach E. Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925 ist Qo, fiir die roten 
Blutzellen normaler Géanse 0,58, Oy’ + 0,41. 
2) O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, J. Springer, 
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2. In den anaeroben Versuchen wurden die Gasmischungen iiber 


gliihendem Kupfer vom Sauerstoff befreit. 


3. In den aeroben Versuchen wurden die Zellkonzentrationen, nicht 
die Zellmengen, konstant gehalten. In die beiden GefaiBe des Paares 
wurden je 7 und 3ccm derselben Leucocytensuspension eingefiillt. 
Zur Berechnung waren die beobachteten Ausschlige zunichst auf 
gleiche Zellmengen umzurechnen 

Im iibrigen sei auf die Protokolle verwiesen, in denen je ein Versuch 
mit Blutleucocyten und mit Exsudatleucocyten ausfiihrlich wieder- 


gegeben ist’) 
Ili, Ergebnisse. 
Die folgende Tabelle enthalt das Ergebnis von acht Versuchen. 


Versuchstemperatur 37,5°. 





Art der Leucocyten Q, ro OM oy Bemerkungen 
Weibe Blutzellen der Gans —— 36 2.1 9.0 
5,2 14 16 
44 OS 1 74 
—~ 43 - 3.0 14 Protokoll 1 
Exsudatleucocyten des -48 19 + 32 
Kaninchens (Ringerexsudat) -35 +10 13 
-4,8 14 18 Protokoll 2 


Exsudatleucocyten des 
Kaninchens (Paraffinexsudat ) 49 13 30 


In der Tabelle ist bemerkenswert 


1. Die anaerobe Garung (Qy?) liegt zwischen 7 und 32, was bedeutet, 
daB pro Stunde 2,8 bis 12,8 Proz. des Leucocytentrockengewichts 
an Milchsiure gebildet wurden. Der Héchstwert ist sehr nahe®*) 


1) Wenn es auch, nach allen vorliegenden Erfahrungen, fast iiber 
fliissig schien, die manometrische Milchsaéurebestimmung mit einer chemischen 
Milchséurebestimmung zu vergleichen, so haben wir doch in einem Versuch. 
nachdem die Drucke abgelesen waren, den Milchséurezuwachs jodometrisch 
nach Clausen bestimmt und ihn dem manometrisch bestimmten gleich 
gefunden. 

2) O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Nach den neuesten 
Arbeiten von Carrel und von A. Fischer, scheint es, daB die Ursprungszellen 
des Roussarkoms Leucocyten sind. Die groBe anaerobe Girung der 
Leucocyten ist auch in dieser Hinsicht von Interesse. 


26 
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gleich der anaeroben Garung junger Embryonen oder gleich der 
mittleren anaeroben Garung der Tumoren. 

Was die Schwankungen der Girungswerte anbetrifft, so hingen 
sie nicht mit der Versuchstechnik, sondern mit der Natur der Zellen - 
vielleicht mit ihrer Jugend — zusammen. 


gleich 2 Qp,, was bedeutet, daB die Atmung imstande ware, die Girung 
zum Verschwinden zu bringen. Eine Ausnahme machen die roten 
Blutzellen der Saugetiere (nicht die kernhaltigen der Végel) und, wie 
die Tabelle lehrt, auch die weiBen Blutzellen. In den roten und weiben 
Blutzellen ist Q} gréBer als 2 Qo,- Fiir die roten Blutzellen wissen wir, 
daB dieser Zustand sich im Laufe des Zugrundegehens im Kreislauf 
herausbildet und daB ihre Atmung in der Jugend gréBer') ist. Fiir 
die weiBen Blutzellen ist ein gleiches zunichst nicht zu beweisen, aber 
wahrscheinlich, wenn wir sehen, daB die Abweichung von dem Normal- 
zustand im Exsudat gréBer ist als im Blut. 


2. In normalen Gewebezellen ist Q}? in der Regel kleiner oder 


3. Sowohl die Atmung, als auch die Garung sind weitaus gréBer, 
als sie Bakker fand. Die Atmung ist rund 10 mal gréBer (Qo, etwa 
4,0 gegen 0,4). 

IV. Protokolle. 


Protokoll I. 
Leucocyten aus Ganseblut, gemessen in Citratplasma, dem 2g Glucose 
pro Liter zugesetzt war. 37,5°C. Bicarbonatgehalt: 2,8 . 10-? Mole/Liter. 
3cem Suspension enthielten 7,0 mg Leucocytentrockensubstanz. 





GefaB A GefaB B GefaB C 
Gasraum. . . . +. | 5 Proz. CO, in Luft 5 Proz. CO, in Luft | 5 Proz. CO, in N, 
Volumina . . . +. com Vp = 7,0 Ve = 3,0 Vp = 3,0 
Vg = 644 Vg= 9% Vg = 961 
GefaSkonstanten . . qmm Ko, = 0,584 ko, == 0,883 
»Ringer _ Ringer Ringer - 
Koo, = 0,945 CO. 1,038 ko, 1,007 
aa 0,046 (fe) 0,046 ) 0,064 
(Fale* ' ole ii (Je — 
Keo, = 1,267 kco, 1,176 kco, 1,199 
Druckénderung in 30° H -llimm /h + 5.5mm | h + 39mm 
. , 0 H -105mm h +55mm | h + 41mm 
Qo, — — 4,27 . 
Ou = + 3,28 Oy = +137 


‘) O. Warburg, Hoppe-Seyler 59, 112, 1909; P. Morawitz, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 60, 298, 1909; E. Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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Protokoll II. 


Kaninchen-Exsudatleucocyten, fast ausschlieBlich polynucleare, gemessen 

in Citratexsudat, dem pro Liter 2 g¢ Glucose zugesetzt war. 37,5°C. Bi- 

carbonatgehalt : 3,2 . 10-? Mole/Liter. 3 cem Suspension enthielten 2,25 mg 
Leucocytentrockensubstanz. 





GefaB A GefaB B GetaB C 
Gasraum . 5 Proz. CO, in Luft 5 Proz. CO, in Luft 5 Proz. CO, in Ny 
Volumina ccm Vp 7.0 Vp 3.0 Vp 3.0 
V ~ = 6,44 V ~ = 10,76 V2 = 9.61 
GefaSkonstanten qmm Ko, = 0,584 ko, = 0,953 
Keo, = 0,945 Keo, = 1,108 key, = 1,007 
Druckanderung in 30° H + 29.0mm h + 125mm h 20,.0mm 
30° H 32,.0mm_ h 145mm h 19.0 mm 
Vo. — 4384 
Qo: 14.26 Qn: 17.45 


Zum SchluB sprechen wir Herrn Otto Warburg fiir die Hilfe bei 
dieser Arbeit unsern Dank aus. 








Kritisches und Experimentelles iiber die Bestimmung 
des Nucleinsiuregehalts von Organen. 


Von 
Nikolaus Alders. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1926.) 


Da keine Reaktionen der Nucleinsiure bekannt sind, die ihre 
direkte Bestimmung in Organen mit ausreichender Schirfe gestatten 
wiirden, so mu® ihre quantitative Bestimmung auf die eines ihrer 
Bestandteile zuriickgefiihrt werden. Dabei ergibt sich von vornherein 
eine Schwierigkeit: Die ermittelte Komponente (Purinbasen, Phosphor 
siure) kann in dem untersuchten Organ auch frei, d.h. nicht nur als 
Bestandteil der Nucleinsdure (N.S.) enthalten sein-und so bei der Um- 
rechnung auf die N.S.-Formel einen zu hohen Gehalt an N.S. vor 
tauschen. 

Fiir Pyrimidinbasen fehlt noch jede Bestimmungsmethode; im 
hiesigen Institut ausgefiihrte Versuche, N.S. aus ihrem Kohlehydrat- 
gehalt zu bestimmen, haben vorliufig zu keinem praktisch verwertbaren 
Resultat gefiihrt. 

Im folgenden werden zuerst die wichtigsten Bestimmungsmethoden 
der Purinbasen einer experimentellen Kritik unterzogen und dann 
der Versuch gemacht, die Bestimmung des N.S.-Gehalts von Organen 
auf die Ermittlung des N.S.-Phosphors zuriickzufiihren. 

Als Grundiage unserer Berechnung diente uns die Formel Levenes (1) 


fiir die tierische N.S 


!. Kritik der Bestimmungsmethoden fiir Purinbasen. 


Aus der erwihnten N.S.-Formel ergibt sich ein Molekulargewicht 
von 1421; von den 15 Stickstoffatomen der N.S. entfallen 10 N = 140 
auf die Purinbasen Adenin und Guanin. Durch Multiplikation des in 
einem Organ bestimmten Purinbasenstickstoffs mit 10 ergibt sich 
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somit fast genau der N.S.-Gehalt des Organs, unter der Voraussetzung, 
daB alle Purinbasen desselben Bestandteile der N.S. sind. 


Da nun einerseits diese Voraussetzung sicher nicht zutrifft, anderer- 
seits keine fixe Relation zwischen ,,freien“ und ,,gebundenen“ Purin- 
basen besteht, erscheint uns die Ermittlung des N.S.-Gehalts eines 
Organs durch Bestimmung seiner Purinbasen schon aus dem angefiihrien 
Grunde nicht exakt. 


Dazu kommt noch, daB — wie gleich gezeigt werden soll — die 
bestehenden Methoden fiir die Purinbasenbestimmung nichts weniger 
denn einwandfrei sind. 


1. Die Fdllung der Purinbasen mit CuSO, und NaH SO,,. 


Diese von Kriiger und Wul/f (2) empfohlene Methode besteht darin, 
da die durch Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure in Freiheit ge- 
setzten Purinbasen bei schwach essigsaurer Reaktion durch ein Gemisch 
gleicher Teile 10 proz. Kupfersulfat- und 30proz. Natriumbisulfitlésung 
niedergeschlagen werden. Der Niederschlag wird ausgewaschen, in ihm 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt und auf die Formel der Purin- 
basen umgerechnet. 


Wahrend Kriiger und Wulff urspriinglich behaupteten, da8 Harnstoff, 
Kreatin, Kreatinin, Aminoséuren, Peptone und Albumosen durch das 
Reagens nicht gefallt wiirden, fanden Burian und Schur (3), His d. J. und 
Hagen (4), Huppert (5) und Salkowski (6) durch Mit/dllung eines Teiles der 
Albumosen stets zu hohe Werte, ein Befund, den Kriiger und Schittenhelm (7) 
spater selbst bestitigten. Bei der Untersuchung reiner Nucleinsduren fand 
G. Kollmann (8) durch Fillung mit dem Kupfersulfat-Natriumbisulfit- 
reagens 0,090 bis 0,114 g Purinbasen-N in je 1 g N.S., also annéhernd die 
herechnete Menge. 


Wir haben nun erstens reines Eiweif in Sproz. H,SO, 3 Stunden 
lang hydrolysiert, von dem Hydrolysat einen aliquoten Teil iiber 
Asbest abgenutscht, das klare Filtrat zuerst mit NaOH schwach 
alkalisch, dann mit Essigsiure schwach sauer gemacht und mit dem 
Kupferbisulfitreagens gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
H,O griindlich ausgewaschen und in ihm nach Kjeldahl der Stickstoff 
bestimmt. Ferner haben wir in zwei Versuchen in Kalbsbries die 
Purinbasen ebenso und vergleichsweise nach der Methode von Kriiger- 
Schittenhelm (siehe unten unter 3) bestimmt und die Werte miteinander 
verglichen (siehe Tabelle 1). 

Aus der Tabelle I ‘ist ersichtlich, daB die Fdllung mit Kupfersulfat 
und Natriumbisulfit in reinem Fibrin und Casein einen Purinbasen- 
gehalt vortdéuscht und in Purinbasen enthaltenden Organen zu hohe Werte 
ergibt. 
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Tabelle I. 
Aus der 
Menge des N im Kupf | Bestimmung Nucleinsaure- 
i piers | ° 
Verwendetes Material verwendeten niederschlag | berechneter _gebalt nach 
Materials in g |  acheinbarer | Kriiger-Schittens 
in g | Nuclemsaures | helm in Proz. 
| gehalt in Proz. 
Fibrin 6 0,038 6,3 
Fibrin 4 0,022 5.5 
Gelatine sa oe 5 ” “ - 
Casein (Hammarsten) 2 0,005 2.5 — 
Kalbsbries I. 4 0.120 30,0 21,9*) 
Kalbsbries IT . 4 0,098 24.5 17,7*) 


*) Vergleiche diese Werte mit den durch P-Bestimmung ermittelten. 


2. Die Fdllung der Purinbasen mit ammoniakalischem Silber. 


Die, wie oben beschrieben, in Freiheit gesetzten Purinbasen werden 
durch ammoniakalische Silbermagnesiamischung gefillt; im aus- 
gewaschenen Niederschlag wird, nachdem durch Kochen mit Magnesia 
usta das Ammoniak ausgetrieben ist, der Stickstoff bestimmt. 

Diese — ailteste — Methode der Purinbasenbestimmung wird von 
Burian und Schur (3), His und Hagen (4), Kriiger und Schitten- 
helm (7) u. a. abgelehnt, da bei Vorhandensein von Albumosen ein Teil 
der Purinbasen der Ag-Fallung entgeht. [So fanden Kriiger und Schitten- 
helm (l.c.) von 15g in lproz. Wittepeptonlésung geléstem Adenin 
durch Fallung mit ammoniakalischem Silber nur 1,3 bis 1,7 g, also nur 
etwa 10 Proz. wieder.] Burian und Schur (1. c.) schlagen vor, im Filtrat 
der Ag-Fillung nach Entfernung der Albumosen durch Bleiacetat 
neuerlich mit Silber zu fallen: ,.Methode der korrigierten Werte‘. 


3. Bestimmung der Purinbasen durch kombinierte Kupfer-Silberjdllung. 


Der Kupferniederschlag Kriiger-Wulffs (siehe unter 1) wird mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, und nach Entfernung des Kupfersulfids 
wird mit ammoniakalischer Silbermagnesiamischung gefallt. Diese 
von Kriiger und Schittenhelm (7) ausgearbeitete Methode (die Autoren 
schlagen auch zweimalige Kupferfdllung vor) wurde schon von His und 
Hagen (4) angewendet, doch kommen letztere zu dem SchluB, daB die 
Kupferfiallung, trotzdem sie mehr Stickstoff liefert als die direkte Silber- 
fillung, den Basenstickstoff nicht vollkommen enthalte, daB somit 
auch die kombinierte Fallung keine exakten Werte ergeben kénne. 

Da wir im folgenden diese Methode, die uns von den zur Verfiigung 
stehenden immerhin als die einzig anwendbare erscheint, zur Ermittlung 
von Parallelwerten benutzen, wollen wir an dieser Stelle ein zahlenmaBig 
belegtes Beispiel ihrer Ausfiihrung geben: 2 g getrocknete Thymus (Kalbs- 


bries) werden 3 Stunden in 100 cem 5proz. H,SO, unter RiickfluBkiihlung 
gekocht. Es wird auf 155 cem aufgefiillt und davon 145 cem (entsprechend 
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1,87 g Thymus) iiber Asbest abgenutscht. Das vollkommen klare, weingelbe 
Filtrat wird mit NaOH schwach alkalisch gemacht und dann mit Essig- 
siure angesduert. Es wird mit 20cem 1l0proz. CuSO, + 20 ccm 30proz. 
NaHS0O, gefallt; nach Absitzen des Niederschlags wird derselbe filtriert 
und mit H,O nachgespiilt, bis das Filtrat farblos ablauft. Nun wird das 
Filter samt Niederschlag in einen gréBeren Erlenmeyerkolben gebracht, bis 
der Niederschlag fein verteilt ist ; darauf wird Na, 8 in Substanz im UberschuB 
zugefiigt und weitere 5 Minuten kochen gelassen, worauf mit Essigséure an- 
geséuert wird. Jetzt wird — siedend hei®8 — schnell iiber doppeltem Filter ab- 
genutscht. Die Filter werden mit dem auf ihnen liegenden Cu S-Niederschlag 
mindestens zweimal ausgekocht; das Kochwasser wird nochmals filtriert. 
Die vereinigten Filtrate werden nach Zusatz von etwa 10 cem 10proz. HCl 
auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Nun wird der Riickstand 
in HCl-haltigem Wasser aufgenommen; zur Entfernung weniger brauner, 
humusartiger Flocken, die sich stets bilden, wird filtriert und das stark 
ammoniakalisch gemachte Filtrat mit Silbermagnesiamixtur versetzt. 
Der feinflockige Niederschlag wird abfiltriert, sodann mu8 griindlich mit 
H,O nachgewaschen werden. Der Niederschlag wird nach DurchstoBen 
des Filters mit reichlich Wasser in einen groBen Kjeldahikolben gespiilt. 
Nach Zusatz von MgO wird gekocht, bis aller NH, entwichen ist, d. h. bis 
befeuchtetes rotes Lackmuspapier von den entweichenden Dampfen nicht 
mehr geblaut wird. Jetzt wird konzentrierte H,SO,, CuSO, und K,SO, 
in Substanz zugefiigt, in gewohnter Weise verascht und nach Ayjeldahl 
Stickstoff bestimmt. In diesem Beispiel fanden wir 40,95 mg N, entsprechend 
409,5 mg Nucleinséure, woraus sich ein Wert von 21,9 Proz. Nucleinséiure 
der trockenen Thymus ergibt. 

Bei der Untersuchung verschiedener reiner Nucleinsiurena fand G. Koll- 
mann (8): ,,Die Mehrzahl der mit kombinierter Kupfer-Silberfaillung er 
haltenen Resultate liegen zwischen 0,07 bis 0,085 g Purinbasen-N pro +l g 
Nucleinsiure, statt des theoretischen Wertes von 0,1 bzw. 0,108. Wir 
sehen sonach, da®B trotz sorgfaltigen Arbeitens man im allgemeinen bei 
diesem Vorgang mit einem Fehlbetrag von 20 bis 30 Proz. zu rechnen 
hat , 

Wie Tabelle II zeigt, konnten wir die Ergebnisse Kollmanns sowohl 
bei der Untersuchung reiner Nucleinséiure (wir verwendeten ein nuclein- 
saures Natrium ,,Merck*‘) als auch bei Zusatz von Eiwei bestatigen. 


Tabelle Il. 





Verwendet Art und Men Menge des 
Menge Nucleine des. zugesetsten -itfundenen /—Ausheute_ 
saure in g Eiweibes stickstofis in g 
1,0 —- 0.084 s4 
1.0 — 0,075 75 
0,942 10g Gelatine 0.0829 SS 
0,87 5g Fibrin 0,079 91 


Die Methode Kriiger-Schittenhelm gibt somit jedenfalls zu geringe 


und — wie auch aus den bei Kollmann angegebenen Zahlen ersichtlich 
ist — nicht konstante Werte; trotzdem ist diese Methode die einzige, die 


e8 erlaubt, wenigstens vergleichsweise Purinbasen anndhernd zu bestimmen 
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4. Guaninbestimmung. 


A.C. Chapman (9) gibt folgende Methode zur Bestimmung von 
N.S. an: Reine N.S. wird 2 Stunden in der vierfachen Menge 10 proz 
Schwefelsaure gekocht. Zu der heiBen Lésung wird starkes Ammoniak 
zugefiigt, bis die Lésung einen Uberschu8 von etwa 2 Proz. davon 
enthalt. Guanin fallt als ziegelroter Niederschlag aus. Der Niederschlag 
wird mit NH, ausgewaschen und in ihm nach Austreibung des NH, 
durch Kochen mit Magnesia usta der Stickstoff bestimmt. Durch 
Multiplikation des Guaninstickstoffs mit 20 ergibt sich der entsprechende 
N.S.-Wert. 

Wir haben diese Methode nachgepriift und gefunden (s. Tabelle I11), 
daB sie fiir reine N.S. gute Werte ergibt, ebenso bei Zusatz geringer 


EiweiBmengen, daB jedoch bei Zusatz gréferer HiweiBmengen — wahr- 
scheinlich durch Adsorption des Guanins — die Fillung mit NH, 


iiberhaupt ausbleibt. Auch Kombination mit vorhergehender Kupfer- 
fillung fiihrte zu keinem Ergebnis. Somit ist diese Methode fiir Guanin- 
bestimmung in Organen nicht anwendbar. 


Tabelle II]. 





Menge des 


Jerw i N 
Menge Nuclei» en sugesctrton |p detundenen | Aueheute, 

saure in g Eiweibes stoffs in g 
1,88 1,85 98.4 
0,942 0.918 97,4 
1,88 2¢ Gelatine 1,77 94,1 
1,88 Ci, 175 93.0 
0.91 10g Fibrin “ “ 


Es besteht nach allem dem der von His und Hagen (4) ausgesprochene 
SchluB auch heute noch zu Recht, némlich: ,,daB wir eine fiir alle Fall 
giiltige Methode der Basenbestimmung nicht besitzen‘. 


It. Versuche zur Bestimmung des Nucleinsiuregehalts von Organen aus dem 
Nucleinsiurephosphor. 
1. Prinzip. 

Will man den N.S.-Gehalt eines Organs aus dem N.S.- Phosphor 
bestimmen, so ergibt sich die Aufgabe, den nicht den N.S. zugehérigen 
Phosphor von der Bestimmung auszuscheiden. 

Der Gesamtphosphor eines Organs setzt sich aus folgenden Faktoren 


zusammen: 


. atherléslicher (Phosphatid) P, 
. anorganischer P, 
. eiweiBgebundener P, 


N.S.-P. 
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Zu 1. Der atherlésliche Phosphor ist durch entsprechende Be- 
handlung mit Ather restlos zu entfernen. 

Zu 2. Der anorganische Phosphor ware durch griindliches Aus- 
kochen mit H,O ebenfalls extrahierbar. Da jedoch auch andere 
phosphorhaltige Verbindungen — Nucleoproteide in H,O léslich 
sind, kommt diese Art der Entfernung der anorganischen Phosphate 
hier nicht in Betracht. Wir wahliten darum mehrmaliges kurzes Auf- 
kochen des Organs in sehr verdiinnter Essigsdure, die sich als Lésungs- 
mittel der anorgynischen Phosphate von H,O nicht unterscheidet, die 
Nucleoproteide dagegen nicht lést. 

Zu 3. Vom Casein und den DottereiweiBkérpern abgesehen, liegen 
fiir das Vorhandensein organischer Verbindungen, die Phosphorsdure 
enthalten, welche nichts mit N.S. zu tun hat, keine bestimmten Anhalts- 
punkte vor. Zum mindesten scheint es vorlaufig unméglich (vgl. dies- 
heziiglich: O. Kestner, Chemie der Eiweibkérper, 4. Aufl., 1925, 8. 316), 
die Phosphorproteide des Zellprotoplasmas‘, wie sie aus verschiedenen 
Organen gewonnen worden sind, von den den Zellkernen entstammenden 
N.S.-EiweiBverbindungen auseinanderzuhalten. 

Zu 4. Der nach anscheinend restloser Entfernung des ather- 
léslichen und anorganischen Phosphors im Organ verbleibende Rest 
kann vorderhand wohl als Nucleinsdure-P bezeichnet werden. 

Entsprechend der Leveneschen Formel (siehe oben) berechnen wir 
den N.S.-Gehalt eines Organs aus der Relation: 

N.S.-P: N.S. = 124: 1421 
(@4P) (NS) 


2. Ausfiihrung. 


Es soll nun in einem zahlenmaBbig ausgefiihrten Beispiel gezeigt 
werden, wie wir den N.S.-Gehalt eines Organs aus der Bestimmung 
des N.S.-Phosphors zu ermitteln versuchten. 


Ein frisches Kalbsbries (Thymus B) wurde fein zerschnitten und 
2 Tage lang in — einmal gewechseltem -- 96proz. Alkohol liegengelassen. 
(In einer kleinen Probe des unveranderten Organs wurde der T'rockengehalt 
desselben mit 16,5 Proz. ermittelt.) Durch Trocknen und feines Zerreiben 
des Alkoholkoagulums erhielten wir ein feines, rein weiBes Pulver. Diese 
Vorbehandlung erméglicht die exakte Durchfiihrung der folgenden Prozeduren. 

10,0g dieses Pulvers wurden 48 Stunden lang im Soxhletapparat 
mit Ather extrahiert. Die extrahierte Substanz wurde darauf mit je 250 cem 
\4- bis %proz. Essigsiure so oft kurz aufgekocht, bis das Kochwasser 
mit Salpetersiiure und Ammoniummolybdat versetzt — Fehlen von 
Phosphorsaure zeigte. (Dies pflegt nach drei- bis viermaligem Aufkochen 
der Fall zu sein.) Dadurch wurden aber nicht nur die anorganischen 
Phosphate — wie wir wohl mit Recht annehmen kénnen, restlos — entfernt, 
sondern auch geringe Mengen von Purinhasen mit ausgekocht. Wir fanden 
in den gesammelten Dekokten nach Kriiger-Schittenhelm 14,84 mg Purin-N 
(was etwa 7 Proz. der Gesamtpurine entspricht). Ob diese ausgekochten 
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Tabelle IV. 





1 2 | 3 4 5 6 


| Bei Entfernung Menge des 


<=5 Nucleé ures Nucleins le | 
= 2 gehalt, berechnet gehalt, berechnet pee ey pos bn 
Organ gS coy — dem a go lgekochter Purine Purinbasens 

a : phor, | basengehalt, in |" pasenatickstoff | stickstofis in 

i in Proz. der Proz.d. Trockens) “1. prog der Proz.d. Gesamt- 

Bs Trockensubstenz substans Trockensubstanz, purinstickstoffs 
Kalbsthymus A 15.5 19,1 17,7 0.10 5.6 
KalbsthymusB 16,5 22,9 21,2 0,15 7,0 
Rindsniere . . 7,2 5.3 45 “ a 
Rindspankreas 25.0 8.5 11,7 0.36 30.8 
Pferdemilz . . 21,3 10.4 6.6 0.05 75 
Rindsmilz .. 2),1 8,1 7.8 | 0.04 5.1 


Purinbasen frei, d. h. nicht als Bestandteile von N.S., im Organ vorhanden 
waren, oder durch das Kochen mit Essigsiure aus den N.S. in Freiheit 
gesetzt wurden, kénnen wir nicht entscheiden. Jedenfalls sind die aus- 
gekochten Mengen — wie Tabelle IV zeigt —- recht gering, so daB sie ver- 
nachlissigt werden kénnen, auch jails sie N.S. entstammen sollten. Beim 
Auskochen wurde jeglicher Verlust von Material vermieden. Das Pulver wurde 
getrocknet und wog nun 7,72 g. 0,772 q des mit Ather und verdiinnter Essig- 
sdure extrahierten Pulvers entsprachen somit 1,0 g des unverdnderten. 


In 0,3857 bzw. 0,3372 ¢ der extrahierten Substanz wurde nun nach 
Neumann-Gregersen (Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, 
Teil 3, S. 825) der’ Phosphorgehalt bestimmt. Wir verbrauchten 17,5 bzw. 
15,3 cem n/2 NaOH, entsprechend 9,975 bzw. 8,744 mg P, was einer N.S..- 
Menge von 114,3 bzw. 100,2 mg gleichkommt. Die zur Bestimmung ver- 
wendeten Mengen des extrahierten Pulvers entsprachen 0,4996 bzw. 
0,4368 g der unverainderten Substanz. So ergibt sich ein N.S.-Gehalt 
des untersuchten trockenen Organs von 22,87 bzw. 22,95 Proz., im Mittel 
22,9 Proz. 

Wie wir nach Fertigstellung dieser Arbeit sahen, bestimmte Kossel (10) 
im Jahre 1882 in Organen den ,,Nucleinphosphor: Nach Vorbehandlung 
des zu untersuchenden Organs mit Gerbséure und HCl wurde es etwa 
14% Stunden lang mit sehr verdiinnter kalter Salzsdure und Alkohol sowie 
Ather extrahiert und in ihm nach Veraschung mit Soda und Salpeter 
der Phosphor bestimmt und als ,,Nucleinphosphor*: bezeichnet. Die voll- 
stindige Entfernung der anorganischen Phosphate durch UbergieBen mit 
kalter HCl, sowie die der atherléslichen dureh einfaches Nachwaschen 
mit Alkohol und Ather erscheint uns keineswegs gewihrleistet. Dab 
von Kossel eine dem Organ zugefiigte Menge phosphorsauren Natriums 
mit kalter HCl véllig extrahiert werden konnte, besagt nichts iiber das 
Verhalten der im Organ enthaltenen anorganischen Phosphate. 

Kiirzlich veréffentlichten M. Javillier und H. Allaire (11) eine Methode 
zur Bestimmung des Nucleinphosphors in Organen: Nach Trocknen des 
Gewebes im Vakuum und Extraktion der Lipoide mit Ather-Alkohol wird 
es mit 15proz. NaCl-Lésung behandelt. Fiir die Behauptung, daB die Koch- 
salzlésung die Nucleinsduren quantitativ extrahiere, bringen die Autoren 
keinerlei Belege. In der Kochsalzlésung werden die N.S. mit HCl gefallt 
und im abzentrifugierten Niederschlag die P-Bestimmung vorgenommen. 
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3. Beispiele. 


Es seien einige Beispiele fiir die Bestimmung des N.S.-Phosphors 
mitgeteilt. Um einen Anhaltspunkt fiir die VerldBlichkeit der ermittelten 
Werte zu gewinnen, wurden in den untersuchten Organen Purinbasen- 
bestimmungen vorgenommen. Wir verwendeten die Methode von 
Kriiger-Schittenhelm (siehe oben). Dabei sind wir uns dessen bewubt, 
daB die eingangs angefiihrten Einwinde — einerseits gegen die Er- 
mittlung des N.S.-Gehalts von Organen aus ihrem Purinbasengehallt, 
andererseits gegen die benutzte Methode — zu Recht bestehen. Eine 
Ubersicht iiber unsere Ergebnisse gibt Tabelle IV. 


a) Kalbsbries. 

Bessau und Schmid (18) fanden in der Feuchtsubstanz 0,33 Proz. 
Purinbasen-N, entsprechend etwa 20,6 Proz. N.S. der Trockensubstanz, 
R. Burian und J. Walker Hall (13) 0,429 bis 0,482 Proz. Purinbasen-N 
der Feuchtsubstanz, entsprechend 26,8 bis 30,1 Proz. N.S. der Trocken- 
substanz, die letztgenannten Autoren ferner (14) 0,402 Proz. Purinbasen-N 
im feuchten Organ, entsprechend 25,1 Proz. N.S. im trockenen; Neu- 
mann (15) gewann aus 1 kg Reinthymus 30 bis 35g reine Nucleinséure, 
was einem N.S.-Gehalt von 18,7 bis 21,9 Proz. des getrockneten Organs 
gleichkommt. Der von Javillier und Allaire (11) gefundene Wert von 
1,25 Proz. P, d.i. 14,3 Proz. N.S., ist sicherlich zu niedrig, was nach dem 
oben Gesagten nicht zu verwundern ist. 

Wir untersuchten zwei Kalbsbriese und fanden durch N.S.- 
Phosphorbestimmung 19,] bzw. 22,9 Proz., durch Bestimmung der 
Purinbasen 17,7 bzw. 21,2 Proz. N.S. in getrocknetem Organ. Wir 
stellten also beide Male aus der N.S.-Phosphorbestimmung um einige 
Prozente héhere Werte als aus der Purinbasenbestimmung fest. Beziiglich 
der iibrigen Daten verweisen wir auf die Tabelle IV. 


b) Rinderniere. 


Werte der Literatur: Bessau und Schmid (12): 0,08 Proz. Purinbasen-N 
der Feuchtsubstanz, entsprechend 4,7 Proz. N.S. der Trockensubstanz; 
Kossel (10) 0,29 Proz. Nucleinphosphorsiure (H,PO,), entsprechend 
4,2 Proz. N.S.; Fellenberq (16) 0,786 Proz. Purinbasen-N, entsprechend 
7,86 Proz. N.S. der Trockensubstanz. 

Auch hier fanden wir aus der N.S.-Phosphorbestimmung einen 
etwas héheren N.S.-Wert als aus der Purinbasenbestimmung, nimlich 
5,3 gegen 4,5 Proz. N.S. im trockenen Organ (vgl. Tabelle 1V). 


c) Rinderpankreas. 


Werte der Literatur: Kossel (10) 0,58 bis 0,6 Proz. Nucleinphosphorsaure 
(H,PO,), entsprechend 8,4 bis 8,8 Proz. N.S.; Javillier und Allaire 0,651Proz. 


P, entsprechend 7,5 Proz. N.S. der Trockensubstanz; &. Burian und 
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Walker Hall (13) 0,183 Proz. Purinbasen-N der Feuchtsubstanz, ent- 
sprechend 7,3 Proz. N.S. der Trockensubstanz. 

Aus unserer N.S.-Phosphorbestimmung stellten wir einen N.S 
Gehalt des von uns untersuchten Pankreas von 8,5 Proz. fest, wahrend 
wir aus der Purinbasenbestimmung im nicht extrahierten Organ einen 
weit héheren Wert, 11,7 Proz., ermittelten. Dieser groBe Unterschied 
dirfte auf das Vorhandensein gréBerer Mengen vielleicht auch 
postmortal entstandener extrahierbarer Purinbasen oder purin 
basenhaltiger Komplexe (Guanylsaure und dergleichen) zuriickzufiihren 
sein. Weicht doch auch die — in der Tabelle 1V unter 5 verzeichnete 
beim Entfernen der anorganischen Phosphate in Lésung gegangene 
Purinbasenmenge erheblich von den tibrigen Werten dieser Kolonne ab 


d) Milz. 

Werte der Literatur: Kossel (10) 0,59 bis 0,87 Proz. Nucleinphosphor- 
siure (H,PO,) im frischen, entsprechend 9,7 bis 14,5 Proz. N.S. im 
trockenen Organ; Javillier und Allaire (11) 0,38 Proz. P, entsprechend 
4,4 Proz. N.S. der Trockensubstanz (auch dieser Wert ist auffallend 
niedrig); H.C. Corper (17), Adenin, Guanin, Xanthin und Hypoxanthin 
zusammen 0,24 Proz. der Feuchtsubstanz, entsprechend etwa 4,5 Proz. 
N.S. im get kneten Organ; Fellenberg (16) 0,91 Proz. Purinbasen-N, 
entsprechena 9,1 Proz. N.S. der Trockensubstanz. 

Bei einer Rindermilz ermittelten wir den N.S.-Gehalt aus dem 
N.S.-Phosphor mit §8,/ Proz., aus der Purinbasenbestimmung mit 
7,8 Proz. Bei einer Pferdemilz dagegen fanden wir durch Bestimmung 
des N.S.-Phosphors einen bedeutend héheren Wert (10,4 Proz. N.S.) 
als durch die Purinbasenbestimmung (6,6 Proz. N.S.). Da wir das 
Vorhandenseinm eines unbekannten phosphorhaltigen Eiweibkérpers 
in der Pferdemilz kaum annehmen kénnen, kénnen wir fiir diesen einen 
Befund keine sichere Erklarung geben. Méglicherweise enthielt das 
Milzhydrolysat einen Kérper, der die vollstandige Ausfallung der 
Purinbasen verhindert. 

Zusammenfassend ist iiber diese Versuchsreihe folgendes zu sagen: 
Die vorgeschlagene Methode ergibt gegeniiber der auf der Purinbasen 
bestimmung beruhenden im allgemeinen etwas héhere Werte, die — nach 
dem oben iiber die Purinbasenbestimmung Gesagten — der Wahrheit 
niher zu stehen scheinen. Wenn auch die Ermittlung des Nucleinsdure- 
gehalts eines Organs aus der Bestimmung seines Nucleinsdurephosphors 
wegen der mannigfaltigen durchzufiihrenden Manipulationen nicht als 
die endgiiltige Methode der Wahl bezeichnet werden kann, 80 ist doch 
dieser Weg, da er auf einer gut fundierten analytischen Methode beruht, 
als der verlaBlichste der bestehenden zu empfehlen — allerdings nur insolange, 
als keine anderen phosphorhaltigen EiweiBkérper oder sonstige wasser- 
unléisliche phosphorhaltige Substanzen bekannt geworden sind. 
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Zusammenfassung. 


1. Der Nucleinsduregehalt eines Organs laBt sich vorderhand nur 
aus seinem Gehalt an Purinbasen oder an Nucleinphosphor ermitteln. 

2. Es werden die Einwénde angefihrt, die sich gegen die Fest- 
stellung des Nucleinsdiuregehalts eines Organs aus der Purinbasen- 
bestimmung erheben. 

3. Die bestehenden Methoden zur Purinbasenbestimmung werden 
einer experimentellen Kritik unterworfen, wobei sich zeigt, daB keine 
derselben als verlaBlich zu bezeichnen ist. 

4. Es wird (in Ubereinstimmung mit einem seinerzeit von A. Koss2l 
angegebenen Prinzip) ein Weg zur Bestimmung des Nucleinsdurephosphors 
und somit der Nucleinsduren in Organen vorgeschlagen. Derselbe beruht 
auf Bestimmung der Phosphorsaure, die nach Beseitigung der dtherlés 
lichen Phosphatide durch Soxhletextraktion mit Ather sowie der 
anorganischen Phosphate durch wiederholtes kurzes Aufkochen mit 
essigsiurehaltigem Wasser zuriickbleibt. 

Diese Methode ergibt im allgemeinen etwas héhere Werte als die 
Purinbasenmethode und erscheint mehr Vertrauen zu _ verdienen als 
die Umrechnung aus dem Purinbasengehalt. 

5. Die Menge der Purinbasen, die durch wiederholtes kurzes Aus- 
kochen mit ganz verdiinnter Essigsiure dem Organ entzogen werden, 
entsprechen im allgemeinen nur einem geringen Bruchteil der Gesamt- 
purine des Organs. Das Pankreas nimmt diesbeziiglich scheinbar eine 
Ausnahmestellung ein, welche vielleicht durch die rasche postmortale 
fermentative Spaltung von Nucleinséiuren in diesem Organ bedingt 
sein kénnte. 
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Uber den Abbau der £-Oxybuttersiure in der Leber. 


Von 


I, Snapper und A. Griinbaum. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1926.) 


Seit den beriihmten Experimenten von Embden und seiner Schule 
gilt die Leber als Organ der Entstehung der Ketokérper. Weniger fest 
steht aber, in welchem Organ die Ketokérper abgebaut werden. In 
dieser Mitteilung wollen wir uns auf die Frage beschrinken, ob die 
Leber £-Oxybuttersiure zum Verschwinden bringen kann. 

Schon Embden, Salomon und Schmidt (1) haben im Jahre 1906 
nachgewiesen, dab, wenn man Blut, dem £-Oxybuttersiure zugesetzt 
ist, durch die iiberlebende Leber fiihrt, betrichtliche Mengen Diacet- 
siure entstehen. Enthielt das Durchstrémungsblut 3 bis 3,5 g B-Oxy- 
buttersiure, so konnten sie nach der Durchstrémung der Leber im 
Blute 400 bis 500 mg Diacetsiure nachweisen. Hieraus ergibt sich, 
daB die iiberlebende Leber $-Oxybuttersiure zu Diacetsiure oxy- 
dieren kann. 

Es ist deutlich, daB die Oxydation der B-Oxybuttersiure zu Diacet- 
siure in der Leber nur indirektes Interesse fiir die Verbrennung der 
B-Oxybuttersiure hat, denn wenn umgekehrt die Leber mit Diacet- 
siure durchstrémt wird, bilden sich da groBe Mengen £-Oxybuttersaure. 
Die Reduktion der Diacetsiure zu £-Oxybuttersiure geht in der Leber 
selbst viel schneller vor sich als die Oxydation der fS-Oxybuttersaure 
zur Diacetsaure. Daraus ist zu ersehen, daB ein etwaiges Verschwinden 
bzw. Verbrennen der £-Oxybuttersiure in der Leber schwerlich tiber 
Diacetséure fiihren kann, weil dann der gréBte Teil der gebildeten 
Diacetsiure wieder zu $-Oxybuttersaure zuriickgebildet wird. 

Pribram (2) hat im Jahre 1912 die Embdenschen Versuche wieder- 
holt und sich dabei die Frage gestellt, ob bei der Durchstrémung der 
Leber mit f-Oxybuttersiure simtliche verschwundene $-Oxybutter- 
siure als Diacetsiure zuriickgefunden wird, oder ob die Leber imstande 
ist, die 8-Oxybuttersiure nicht nur zu Diacetsaure zu oxydieren, sondern 
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auBerdem wirklich einen Teil der 8-Oxybuttersiure zum Verschwinden 
zu bringen. 


In den Versuchen Pribrams fanden sich beim Zusatz von 1,17 
his 2g f-Oxybuttersiure zum Blute nach der Durchstrémung 0,150 
bis 0,200 g Diacetsiure. Nach der Durchstrémung waren also 10 Proz. 
der £-Oxybuttersiure im Blute als Diacetsiure vorhanden. Diese Zah] 
stimmt mit den Embdenschen ziemlich gut iiberein. Wenn Pribram 
aber die 8-Oxybuttersaéure vor und nach der Durchstrémung bestimmte, 
lieBen sich nur 30 Proz. der zugesetzten $-Oxybuttersiure im Blute 
zuriickfinden. Er schloB daraus, daB die Leber nicht nur 10 Proz. der 
zugesetzten B-Oxybuttersiure zu Diacetsiure oxydieren kann, sondern 
daneben wirklich groBe Mengen der 8-Oxybuttersaiure zum Verschwinden 
bringen kann. 

Der Volistandigkeit wegen sei erwaihnt, da®B verschiedene Untersuche 
versucht haben, die hier gestellte Frage zu lésen, durch Zusatz von f-Oxy- 
buttersiure zu dem Leberbrei. 


So sahen z. B. Wakeman und Dakin (3), daB, wenn sie 100 g Leberbrei 
mit 680mg £-Oxybuttersiiure vermischten, héchstens 50mg, meistens 
nur 20 bis 30 mg Diacetsiure entstanden. Dieses geschah nur, wenn dem 
Gemisch von Leberbrei und $-Oxybutterséure noch Blut zugesetzt wird, 
weil offenbar Zusatz von Blut die Oxydation von f-Oxybuttersiure zu 
Diacetséure durch den Leberbrei férdert. 

Dagegen fand Marriott (4) spaiter, daB 50 bis 70 g Leberbrei aus 100 
bis 180mg f-Oxybuttersiure nur winzige Mengen Diacetsiure entstehen 
lieBen. Marriott hat aber der Mischung von Leberbrei mit S-Oxybuttersaéure 
kein Blut zugesetzt. 


Es steht also wohl fest, daB die tiberlebende Leber imstande ist, 
einen Teil der zugesetzten §-Oxybuttersiure zu Diacetsiure zu oxy- 
dieren. Nicht steht fest, ob die iiberlebende Leber auBer dieser Oxy- 
dation, welche stark reversibel ist, wirklich ein Verschwinden von 
B-Oxybuttersiiure herbeifiihren kann. Bei den Pribramschen Ver- 
suchen ist ja nur der 6-Oxybuttersiuregehalt des durchstrémten Blutes 
bestimmt, dagegen sind die Mengen Diacets# ure und £-Oxybutyersaure, 
welche nach der Durchstrémung in der Leber vorhanden sind, ver- 
nachlissigt. Deshalb haben wir die alten Embdenschen und Pribram- 
schen Versuche der Durchstrémung der tiberlebenden Hundleber mit 
B-Oxybuttersiure wiederholt, aber dabei sorgfaltige Analysen der 
Leber vor und nach der Durchstrémung angestellt. 


Durchstrémt wurde Hundeleber. Als Durchstrémungsfliissigkeit 
diente immer Hundeblut, vom gesunden Hunde gewonnen, bisweilen 
war es durch eine kleine Menge physiologischer Kochsalzlésung ver- 
diinnt. Die Durchstrémungsversuche wurden mit dem Hmbdenschen 
Apparat ausgefiihrt. Der Druck des zuflieBenden Portabluts war nie 
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héher als 20 bis 40 mm, die Dauer des Versuchs 1!. bis 2 Stunden 
Die Durchstrémungsgeschwindigkeit war groBb, so daB das Blut 20- 
bis 30mal durch die Leber gefiihrt wurde. Die linksdrehende B-Oxy 
buttersaure, die dem Durchstrémungsblut zugesetzt war, war aus dem 
reinen Zinkcalciumsalz der 1-8-Oxybuttersiure bereitet. Diese 1-8-Oxy- 
buttersiure war durch Extraktion aus Diabetikerharn gewonnen. 


Die genaue Methodik der Aceton- bzw. Diacetsiure- und £-Oxy- 
buttersiurebestimmungen haben wir in einer friiheren Abhandlung 
ausfiihrlich mitgeteilt (5). Die Methodik war kurz wie folgt: 

a) Aceton und Diacetsiure. 50 bis 100 ccm Biut bzw. 50 bis 100 ¢ 
Organbrei, vermischt mit 300 ccm Wasser, wurden mit Wasserdampf 
destilliert, bis 300 cem iibergegangen waren'). Destillat mit H,O, und 
Lauge, nachher mit Fehlingscher Lésung am RiickfluBkiihler gekocht und 
dann destilliert. Das Redestillat mit H,SO, und HgSO, nach van Slyke 
gekocht und der Acetongehalt gravimetrisch bestimmt. 

b) £-Oxybutterséure. 50cem Blut bzw. 50g Organbrei mit 800 cem 
Wasser plus 50 eem H,SO, ?/,n vermischt und iiber Nacht stehengelassen. 
Am nachsten Tage werden 50 ecm 10proz. Natriumwolframatlésung zu- 
gesetzt, Auffiillen auf 1 Liter. Nach einigen Stunden abfiltrieren. Zu 
750cem Filtrat werden 40cem 1l0proz. CuSO, und 100cem 20proz. 
Ca(OH), zugesetzt. Auffiillen auf 1 Liter. Filtrieren. 600 cem (6fters auch 
850 cem) Filtrat erst 10 Minuten destillieren nach Zusatz von H,SO,, um 
Aceton und Diacetséiure zu vertreiben. Destillat verwerfen. Dann Oxy- 
dation mit Bichromat nach Shaffer-Engjeldt. Destillat') mit H,O, und 
Lauge, dann mit Fehlingscher Lésung am RiickfluBkiihler kochen und 
dann destillieren. Das Redestillat mit H,SO, und HgSO, nach van Slyke 
kochen und den Acetongehalt gravimetrisch bestimmen. 


In einigen Versuchen haben wir vor der Durchstrémung ein Stiick 
der Leber entfernt, um den Ketokérpergehalt der normalen Leber 
mit berechnen zu kénnen. Nachher haben wir einen konstanten Wert 
fiir die Ketokérper pro Gramm normaler Hundeleber angenommen. 

Ehe wir die eigentlichen Versuche anfingen, haben wir erst Blut 
und £-Oxybuttersiure waihrend 1! Stunden durch den Durchstrémungs- 
apparat gefiihrt, ohne daB eine Leber eingeschaltet war, um zu unter- 
suchen, ob Blut, bei 37 bis 39° mit Sauerstoff vermischt, einen Einflub 
auf £-Oxybuttersiure ausiibt. Immer konnten wir aber im Gegensatz 
zu den Pribramschen Angaben unter diesen Versuchsbedingungen alle 
zugesetzte B-Oxybuttersiure unverindert zuriickfinden. 


Erst dann schritten wir zu den eigentlichen Leberdurchstrémungen, 
die in Tabelle | zusammengefaBt sind. 


1) Wenn nur kleine Mengen Aceton und Diacetséure vorhanden sind, 
wird eine bekannte Menge Aceton (4 mg) diesem Destillat zugesetzt, bevor 
die folgende Behandlung stattfindet. 

















en wt SO ln, areata atest kc has 

















2 YS CATT ET 

















§B-Oxybuttersaure. $13 


Bei der Betrachtung dieser Tabelle 1 ergibt sich, daB in Uber- 
einstimmung mit den Embdenschen Angaben, welche auch schon von 
Pribram bestitigt waren, ein betriichtlicher Teil der zugesetzten B-Oxy- 
buttersaure bei der Leberdurchstrémung zu Diacetsiure oxydiert wird. 


Tabelle J. 





, Blut vor Leber vor Blut nach Leber nach 
Blutmenge Lebergewicht Durchstr6.nung Durchstréoung Durchstré.nung Durchstrémung 
vor nach | vor nach Aceton 


Aceton 
Aceton)| #*Oxy« Aceton 3sOxys 3Oxys er - 
4+ 


butters butters Diacet. Duttere Hiacet. utters 
saure Diacet- saure  ciure siure | siure saure 
~ saure saure 
com com g g mg mz mg mg mg mg 


Durchstr6mung | Durchstromung a 


1000 «6809 ) «©6419 ~=0 610 Spuren| 521 Spuren 244 81 180 134 180 


850' 700 245 395 . | 48 . | 16 72 1638 82. 132 
9909 840 265 415 . 469 ange. | 20 54 247s 726 165 
800 623 188 365 . 414 nom /13 58 «(162i | COS 
790 730 240 300 . § 419. men [16 34 252 33 6 


Im Blute fanden wir nach der Durchstrémung von den zugesetzten 
400 bis 500 mg f-Oxybuttersiure 35 bis 80 mg Diacetsiure (als Aceton 
berechnet) zuriick. Dieses stimmt gut iiberein mit den Embdenschen 
Angaben, der berechnete, daB aus 3 bis 3,5g f-Oxybuttersiure 400 
bis 500 mg Diacetsiure (als Aceton berechnet) entstehen und mit den 
Pribramschen Versuchen, wo aus 1,5 bis 2 g B-Oxybuttersiure 85 bis 
116 mg Diacetsiure (als Aceton berechnet) nach der Durchstrémung 
im Blute nachzuweisen waren. 

Zweitens ergibt sich aus unseren Tabellen, daB tatsichlich im 
Durchstrémungsblut nur 40 bis 60 Proz. der zugesetzten B-Oxybutter- 
siure zuriickzufinden sind. Pribram fand in seinen Versuchen 25 bis 
30 Proz. zuriick. Wenn man also nur das Durchstrémungsblut in 
Anmerkung nimmt, bekommt man tatsichlich den Eindruck, als ob 
ein groBer Teil der 8-Oxybuttersiure von der Leber verbrannt wird 


Aus unserer Tabelle ergibt sich aber, daB von der zugefiihrten 
B-Oxybuttersiure noch ein groBer Teil in der Leber anwesend ist. 
Nach der Durchstrémung ist die Leber immer schwerer als zuvor, 
d.h. ein Teil des Durchstrémungsblutes befindet sich in der Leber. 
Dieses in der Leber gestaute Blut muB eine gewisse Menge Diacetsaure 
und £-Oxybuttersiiure enthalten. Wenn man berechnet, wieviel dies 
sein kann, dann ergibt sich, daB die Menge Diacetsiure in der Leber, 
nach der Durchstrémung tatsichlich vorhanden, tibereinstimmt mit 
der Menge Diacetsiure, die in dem in der Leber zuriickbleibenden 
Blute anwesend ist. Das stimmt nicht hinsichtlich der S-Oxybutter- 
siure; hiervon findet man nach dem Versuch in der Leber viel mehr 
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als der im Leberblut vorhandenen Menge entspricht. Man muB deshalb 
schlieBen, daB die Leber bei der Durchstrémung elektiv die f-Oxy- 
buttersiure adsorbiert. 





Menge Blut Diacetsaure in Leber 3sOxybuttersaure in Leber 
in der Leber _ —_________— — ——___—__—— 
com Theoretisch berechnet Tatsichlich || Theoretisch berechnet Tatsichlich 
191 191 ce 
I 191 809" 81 191mg 134mg 809" 180 425mg 180mg 
150 150 
50 -72 me 8 ss =nn + 163 = 32 
II l 700°! 15 “00 , 35 13 
150 150 
50 i 9.5 , 7.6. - 247 . 65 
IT] 1 840 13,4 ) 7.6 840 47 44 165 
: ~~ : i 177 : s 
[\ ] ‘a 623 oid 16.4 " 5.3 » 623° 162 46 - 105 
60 60 
V 60 “t 28 . 33 . 252 20.7 . 95.6 
730 34,1 3 3.3 730 > ».6 


Aus dieser kleinen Tabelle ersieht man, daB nach der Durch- 
strémung die Leber groBe Mengen f-Oxybuttersiure enthalt, die 
offenbar an der Lebersubstanz adsorbiert sind. Die Frage liegt auf 
der Hand, ob unter Beriicksichtigung der 8-Oxybuttersaure, welche 
die Leber nach der Durchstrémung enthalt, doch ein Verschwinden 
der 8-Oxybuttersdure nachzuweisen ist. 

Die Bilanzen der Durchstrémungen haben wir in Tabelle Il zu- 
sammengestellt. Um die Ubersicht zu erleichtern, haben wir alle Zahlen 
(auch die der Diacetsiure) in Milligramme f-Oxybuttersiure um- 





gerechnet 
Tabelle II. 
Vor « N ) 
DurchstrSmung ach Durchstromung 
-Oxybutter- Aceton p-eOxybutter- 
saure + Diacetsaure saure 
mg mg mg 
Versuch I. 
eee ‘ 521 a. 5 at 81 146 
Leber 24.4 3 3S tere ee 180 
’ ea ’ 24 
545.4 Leber 13.4 a 
530 
Versuch II. 
eee 438 re 72 130 
REIS 0. para a 16 i TS 163 
= sebe ne 8.2 15 
454 I ated 139 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Vor Nach Durchstrémun 
Durchstromung bs 2 - . 
3-Oxybutter- Aceton 3-Oxybutter- 
saure + Diacetsaure saure 
mg mg my 


Versuch ITI. 


3 are 469 ESSE 54 M8 
Leber. “he 20 ¥ 7 ee ee 247 
489 ee bese 7.6 13 

“ aoe 165 

§21 


Versuch IV. 


Blut . od ae 414 ee ae 58 104 
SS Sere 13 = een 162 
_ Leber ein 5.2 11 

431 ‘ eee 105 

382 


Versuch V. 


SS 419 ae ; 34 61 
| eae 16 y. sated : 252 
™ Ser 3.3 6 

135 : oe 96 

415 


Aus dieser Tabelle ergibt sich: 

Im ersten Versuch von 545 mg £-Oxybuttersiure nach der Durch- 
strémung in Blut und Leber 530 mg zuriickgefunden (hiervon 170 mg 
oder 32 Proz. als Diacetsaure). 

Im zweiten Versuch von 454 mg §-Oxybuttersiure im Blute nach 
der Durchstrémung in Blut und Leber 440mg £-Oxybuttersiure 
zuriickgefunden (hiervon 145 mg oder 32 Proz. als Diacetsiure). 

Im dritten Versuch von 489 mg £-Oxybuttersaure nach der Durch- 
strémung in Blut und Leber 521 mg zuriickgefunden (hiervon 109 mg 
oder 21 Proz. als Diacetsiure). 

Im vierten Versuch von 427 mg §-Oxybuttersaiure nach der Durch- 
strémung in Blut und Leber 382 mg zuriickgefunden (hiervon 115 mg 
oder 30 Proz. als Diacetsaure). 

Im fiinften Versuch von 435 mg B-Oxybuttersiure nach der Durch- 
strémung in Blut und Leber 415 mg zuriickgefunden (hiervon 67 mg 
oder 16 Proz. als Diacetsaure). 

Wenn man bedenkt, daB bei den Analysen leicht kleine Unter- 
schiede entstehen kénnen, so muB man auf Grund von diesen Angaben 
eigentlich schlieBen, daB bei der Durchstrémung der iiberlebenden 
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Hundeleber zwar 16 bis 32 Proz. der zugesetzten f-Oxybuttersaure 
in Diacetsiure bzw. Aceton umgesetzt werden, daB aber kaum B-Oxy- 
buttersiure verschwindet'!). 

Inzwischen ist dieser SchluB noch nicht erlaubt, denn wenn man 
die normale Leber mit normalem Blute durchstrémt, entstehen deutliche 
Mengen Diacetsiure und $-Oxybuttersaure. 

Friedmann und Maase (6) haben nach der Durchstrémung der 
normalen Leber mit normalem Blute ohne Zusatz nach der Durch- 
strémung im Blute 40 mg Diacetsiure und 65 mg £-Oxybuttersaure 
nachgewiesen, in einem zweiten Versuch 33 mg Diacetsiure, aber 
keine £-Oxybuttersaure, in einem dritten Versuch 38 mg Diacetsiure 
und 70 mg £-Oxybuttersdure, in einem vierten Versuch 32 mg Diacet- 
siure und 110 mg f-Oxybuttersaure. 

Auch Pribram hat analoge Resultate erhalten. In einem Versuch 
fand er nach der,Durchstr6émung der normalen Leber mit normalem 
Blute 93 mg Diacetsiure und 35 mg £-Oxybuttersaure, in dem zweiten 
Versuch 110 mg Diacetsiiure und 68 mg £-Oxybuttersaure. 

Bei der Wiederholung dieser Versuche erhielten wir kleinere Zahlen. 


Nach der Durchstrémung normaler Leber mit normalem Blute: 
Versuch 1. 
Blut: 14,2 mg Diacetséure (als Aceton berechnet), 
27,4 ,, $-Oxybutterséure. 
Leber: Spuren Diacetséure, 
47,8 mg $-Oxybutterséure. 


Versuch 2. 


Blut: 9,3 mg Diacetséiure (als Aceton berechnet), 
30,5 ,, $-Oxybutterséure. 

Leber: Spuren Diacetsaure, 
25 mg f-Oxybuttersaéure. 

Hierbei mu8B man bedenken, daB vor der Durchstrémung in der 
Leber 15 mg, in 700 ccm normalen Hundebluts + 25 mg f-Oxy- 
buttersaure schon anwesend sind. 

Wenn also eine normale, iiberlebende Hundeleber mit Blut durch- 
strémt wird, dem f-Oxybuttersaiure zugesetzt ist, so miiBte man, wenn 
keine £-Oxybuttersiure verschwindet, nach dem Versuch eigentlich 
+ 50mg f-Oxybuttersiure mehr finden als zugesetzt wurde. Wir 
haben héchstens die zugesetzten Mengen zuriickgefunden. 


1) Kleine Verluste kénnen auch auf folgende Weise entstehen. Von 
der Diacetséure, die wihrend der Durchstrémung entstanden ist, kann, 
wie wir in unserem folgenden Aufsatz zeigen werden, ein kleiner Teil ver- 
schwinden durch Umsetzung zu Aceton und Verdampfung, ohne daB die 
Leber hiermit etwas zu tun hat. 
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Zusammenfassung. 


Nach Durchstrémung der normalen itiberlebenden Hundeleber 
mit Blut, dem f-Oxybuttersiure zugesetzt ist, findet man in Blut 
und Leber nach der Durchstrémung fast simtliche zugesetzte 
f-Oxybuttersiiure zuriick, wenn auch einen erheblichen Teil (16 bis 
32 Proz.) in Form von Diacetsiure. 

Bei diesen Versuchen wird ein betrichtlicher Teil der 8-Oxybutter- 
siure an die Lebersubstanz adsorbiert, so daB in der Leber nach der 
Durchstrémung viel mehr (meistens viermal mehr) $-Oxybuttersaure 
anwesend ist, als mit dem $-Oxybuttersiuregehalt des in der Leber 
vorhandenen Blutes iibereinstimmt. 

Die Méglichkeit, daB die Leber einen Teil der 8-Oxybuttersaure 
abbaut, ist nicht auszuschlieBen, weil die normale Leber, mit normalem 
Blute durchstrémt, schon kleine Mengen Diacetsdure und f-Oxybutter- 
siure bildet. Nach der Durchstrémung mit Blut, dem £-Oxybutter- 
siiure zugesetzt ist, miiBte man also, wenn kein Abbau in der Leber 
stattfindet, eigentlich 50 mg mebr f-Oxybuttersiure zuriickfinden 
als zugesetzt ist; wir fanden jedoch im allgemeinen héchstens die zu- 
gesetzten Mengen zuriick. 

Literatur. 

1) Embden, Salomon und Schmidt, Hofmanns Beitrage 8, 146, 1906. - 
2) Pribram, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 10, 286, 1912. — 3) Wake- 
man und Dakin, Journ. biol. Chem. 6, 373, 1909. — 4) Marriott, ebendaselbst 
18, 255, 1914. — 5) Snapper und Griinbaum, diese Zeitschr. 175, 357, 1926. — 
6) Friedmann und Maase, ebendaselbst 27, 474, 1910. 





Uber den Abbau der Diacetsaure bei der Leberdurchstrémung. 


Von 
I, Snapper und A. Griinbaum. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1926.) 


Aus unserer vorstehenden Mitteilung (1) tiber die Verainderungen 
der £-Oxybuttersiure durch die Leber ergibt sich, daB bei Durch- 
strémung von Leber mit Blut, dem f-Oxybuttersiure zugesetzt ist, 
groBe Mengen Diacetsiure aus der S-Oxybuttersiure entstehen. Wenn 
man aber mit in Berechnung zieht, wieviel £-Oxybuttersiure und 
Diacetsiure an die Lebersubstanz adsorbiert werden, ergibt sich, dab 
die Leber im Durchstrémungsexperiment nur imstande ist, grobe 
Mengen (16 bis 32 Proz.) B-Oxybuttersaiure zu Diacetsaure zu oxydieren, 
aber keine gréBere Mengen f-Oxybuttersiure zum Verschwinden 
bringen kann. Wenn man bei den verschiedenen Durchstrémungen 
die als Diacetsiure vorhandenen Mengen f-Oxybuttersaure mit in 
Berechnung zieht, ergibt sich, daB nur wenig f-Oxybuttersaure ver- 
schwindet. 

Es lag auf der Hand zu untersuchen, ob die Leber vielleicht gréBere 
Mengen Diacetsdéure im Durchstrémungsexperiment zum Verschwinden 
bringen kann. 

Tatsachlich kennt man Versuche, woraus sich ergibt, da8 Diacetséure 
von der Leber leichter angegriffen wird als $-Oxybutterséiure. Embden 
und Michaud (2) fanden, dab, wenn Diacetséure zu Leberbrei zugesetzt 
wird, gréBere Mengen Diacetséure verschwinden; nachher fanden Dakin 
und Wakeman (3), da®B dieses Verschwinden der Diacetsiiure unter Ein- 
wirkung von Leberbrei von einem Entstehen von §-Oxybutterséure be- 
gleitet wird: 15 Proz. der zugesetzten Diacetsiéure wurden von dem Leber- 
brei zu $-Oxybutterséure reduziert. Diese Reduktion der Diacetséure zu 
8-Oxybuttersiure unter EinfluB der Fermente des Leberbreis geht, wie 
sich aus der Dakinschen Abhandlung ergibt, leichter vor sich als die Oxy- 
dation von #-Oxybuttersiure zu Diacetséiure. Marriott (4) sah ebenfalls 
kraftige Reduktion von Diacetséure zu 8-Oxybutterséure durch Leberbrei. 
Auch in seinen Versuchen werden ungefahr 15 Proz. der Diacetséure zu 
f-Oxybuttersaéure reduziert. Marriott schlieBt aus seinen Versuchen, genau 
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wie Dakin, daB Leber besser Diacetséure als f-Oxybuttersiure angreifen 
kann. Friedmann und Maase (5) fanden ebenfalls, wenn Leberbrei mit 
Diacetséure vermischt wurde, nach einigen Stunden eine erhebliche Links- 


drehung, herriihrend von entstandener §-Oxybutterséure. Auch hier 
wurden 15 bis 20 Proz. der zugesetzten Diacetséure zu $-Oxybuttersdiure 
reduziert. 


Friedmann und Maase haben weiter untersucht, was geschieht, wenn 
Diacetséure bei der kiinstlichen Durchstrémung durch die Leber gefiihrt 
wird. DaB8 unter diesen Umstanden £-Oxybutterséiure entsteht, hatten 
Embden und seine Mitarbeiter schon nachgewiesen. Friedmann und Maas¢ 
haben versucht, die quantitativen Verhialtnisse festzustellen. Sie meinten 
aus ihren Versuchen schlieBen zu miissen, daB die Leber nicht nur aus 
Diacetséure §-Oxybuttersdure bildet, sondern da8 auch ein nicht unbetracht- 
licher Teil der Diacetsaéure bei der Durchstrémung verschwindet. So sahen 
sie, daB, wenn bei der Durchstrémung 1,873 g Diacetséure zugesetzt waren, 
849 mg Diacetséure verschwanden und nur 544 mg /-Oxybutterséure ent- 
standen waren. In einem zweiten Versuch waren 1,977¢ Diacetsdiure dem 
Durchstrémungsblut zugesetzt und waren nach 1 44 Stunden 1,555g Diacet- 
siure verschwunden, wihrend nur 484 mg §-Oxybutterséure nachgewiesen 
werden konnten. 

Die Versuchsanordnung und die Analysen von Friedmann und 
Maase waren sicher korrekt. Die SchluBfoilgerung war aber falsch, 
denn man mu8 hier mit folgenden Fehlerquellen Rechnung halten. 

1. Wenn durch Blut, dem Diacetsiure zugesetzt ist, Sauerstoff 
gefiihrt wird, geht ein Teil der Diacetsiure verloren. 

2. Es findet eine Adsorption von 8-Oxybuttersaure an der Leber 
substanz statt, genau wie wir das in unseren vorigen Versuchen bei 
der Durchstrémung der Leber mit 8-Oxybuttersaure beobachtet hatten 

Was die erste Fehlerquelle betrifft, so sieht man, daB, wenn Diacet 
siure mit Blut vermischt wird, hieraus eine betrichtliche Menge Aceton 
entsteht. Wenn Aceton mit Blut auf 37° erwirmt wird, im Durch 
strémungsapparat herumgefiihrt und mit Sauerstoff gemischt wird, 
mu8 natiirlich ein Teil des Acetons verschwinden. Tatsichlich hat 
sich ergeben, daB, wenn wir Blut, mit Diacetsaure vermischt, im Embden- 
schen Durchstrémungsapparat herumfiihrten, ohne daB eine Leber 
eingeschaltet war, ein Teil der Diacetsiure verschwindet. 

1. 800 cem Blut, dem 324 mg Diacetsiure (als Aceton berechnet) 
zugesetzt sind, werden wahrend 2 Stunden im Durchstrémungsapparat 
herumgefiihrt, ohne daB eine Leber eingeschaltet ist. Nach 2 Stunden 
sind nach 280 mg Diacetsiure (als Aceton berechnet) nachzuweisen 
Verlust 14 Proz. 

2. 800 ccm Blut, dem 290 mg Diacetsiure (als Aceton berechnet) 
zugesetzt sind, werden auf dieselbe Weise behandelt. Nach 2 Stunden 
sind noch 257 mg nachzuweisen: Verlust 11 Proz. 

Es ist deutlich, daB derartige Verluste gréBer sein miissen, wenn 
eine Leber im Apparat eingeschaltet ist. Selbst wenn man annimmt, 
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daB die Leber keine Diacetsiure abbaut, muB von der Oberflache der 
Leber eine gréBere Menge Aceton, aus Diacetsiure entstanden, ver- 
dampfen. Eine derartige Verdampfungsoberflache ist bei den Ver- 
suchen, wo das Blut nur durch den Durchstrémungsapparat gefiihrt 
wird, ohne daB eine Leber eingeschaltet ist, nicht vorhanden. Betracht- 
liche, nicht genau zu berechnende Verluste von Diacetsiure sind also 
bei derartigen Leberdurchstr6mungsversuchen schwer zu vermeiden 
Aus den blinden Versuchen ergibt sich, daB man wenigstens mit einem 
Verlust von 10 bis 15 Proz. zu rechnen hat. Es ist wohl sicher, dab 
eigentlich diese Verluste gréBer sind. 

Auch die Adsorption von bei der Durchstrémung entstandener 
f-Oxybuttersiure an die Lebersubstanz muB bei der Berechnung 
dieser Versuche beriicksichtigt werden. Bei den Leberdurchstrémungen 
mit Diacetsiure entstehen grobe Mengen #-Oxybuttersadure, die fiir 
einen betrachtlichen Teil an die Lebersubstanz adsorbiert werden. 
Um eine einigermaBen genaue Bilanz von diesen Versuchen aufstellen 
zu kénnen, muB also die Lebersubstanz genau analysiert werden. 

Wir haben deshalb von neuem die iiberlebende Hundeleber durch- 
strémt mit Hundeblut, dem Diacetsiiure zugesetzt war. Auch jetzt 
wurde immer groBer Wert gelegt auf schnelle Durchstrémung bei 
niedrigem Druck (20 bis 40 mm). Fiir die Technik der Durchstrémung 
und die Analysenmethodik fiir Diacetsiure und £-Oxybuttersaiure in 
Blut und Leber siehe unsere vorige Abhandlung. Das Blut wurde in 
11, Stunden 20- bis 30mal durch die Leber gefiihrt. 


Tabelle I. 





- Blut vor Leber vor Blut nach Leber nach 
Blutmenge Lebergewicht Durchstrémung Durchstrémung Durchstrémung Durchstrémung 
vor | mach vor | nach aa jae + ey Ors ee ve coy 
——__—__- ———— ——|| Acet - BsOxy- | Aceton) #-Oxys on toon on™ ts BrOxys 
, a , : jacet. DUtters + butters pigcet,| butters) pj . | butters 
Duschetsdenung |/Derchotrsanung — siure | Diacet+ siure om saure — saure 
sineiniait Sainoapendtenbtinian saure 
ccm ccm 8 8 mg mg mg mg mg mg mg 
855 670 325 8510 173 i7,1 Spur 23 31 77,7 65 83.1 
890 81% 265; 336 207 39,2 19 133 1825 86 136 
840 8 780 250 310 302. —«oIl " 18 101 160 8.3 85 
870 710 380) «540 303 16,7 e 27 60,2 145 15 150 
876 689 248 435 293 = 18 99 109 17,7 164 


Genau wie Embden, Friedmann und Maase beschrieben haben, 
sieht man auch bei unseren Versuchen (Tabelle I), daB die Leber groBe 
Mengen der zugesetzten Diacetsiure zu £-Oxybutterséure reduzieren 
kann. Wenn wir nur die Analysenzahlen des Blutes betrachten, sehen 
wir, daB 25, 35, 30, 25 und 20 Proz. der zugesetzten Diacetsiure als 
B-Oxybuttersaure im Blute zuriickzufinden sind. Diese Zahlen stimmen 
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gut iiberein mit den Angaben von Friedmann und Maase, die einmal 
25 Proz., einmal 27 Proz. der zugesetzten Diacetsiure als B-Oxybutter- 
siure im Blute zuriickfanden 


Es ist aber falsch, nur die Analysenzahlen des Blutes zu beriick- 
sichtigen, denn bei unseren Versuchen ergibt sich, dab ein groBer Teil 
der gebildeten #-Oxybuttersiure an die Lebersubstanz adsorbiert 
wird. In der Leber ist viel mehr 8-Oxybuttersiure anwesend als iiber- 
einstimmt mit dem #-Oxybuttersiuregehalt des Blutes, das in der 
Leber nach der Durchstr6mung vorhanden ist. Auch in dieser Versuchs- 
reihe fallt wieder auf, daB diese Adsorption an die Lebersubstanz 
elektiv die 6-Oxybuttersiure betrifft; die Diacetsiure wird viel weniger 
stark von der Lebersubstanz festgehalten, wie sich aus Tabelle II ergibt. 


Tabelle Li. 





Menge Blut Diacetsiure in Leber f-Oxybuttersaure in Leber 
in der Leber 
ccm Theoretisch berechnet Tataschlich Theoretisch berechnet Tatsichlich 
_ 185 i — .—l— Fs B 
| 185 ——e $§) 8.5 mg 65mg .—- 215mg 83,1 mg 
6.0 670 
I] 71 i. 133 1LS 8.6 a 182.5 15.8 36 
j si9° |* : = Oe « 819° 2.5 58 . 136 
60 60 
It 60 —— + IO] 1S « 83 . =o, * 160 123 . 85 
780 780 
, 160 160 
I\ 160 — 69.2 13.5 . 15 = ——« 145 a5 . 153 
710 710 
. = 187 187 
\ 187 ‘. 99 7, | --109 —-296 . 164 
689 68° 


Es ist nun die Frage, ob, wenn man die Mengen Diacetsiure und 
f-Oxybuttersiure, die in der Leber anwesend sind, mitberechnet, bei 
der Durchstré6mung der Leber mit Diacetsiure dennoch ein Verschwinden 
dieser Saéure auftritt. Hierbei miissen wir bedenken, dab, wie oben 
mitgeteilt, allein durch die Apparatur, ohne Einschaltung von einer 
Leber, aus Blut mit Diacetsiurezusatz, schon ungefihr 10 bis 15 Proz. 
der Diacetsiure verschwindet, wahrscheinlich, weil ein Teil in Aceton 
iibergefiihrt wird und verdampft. Diese Verluste miissen nach Ein- 
sehaltung der Leber gréBer sein, weil dann die Verdampfungsober- 
flache gréBer wird. Wir haben diesen Verdampfungsverlust auf 15 Proz. 
angenommen, wahrscheinlich ist dieser Verlust héher. 


Durch diese Fehlerquelle werden die Bilanzen der Versuche ungenau 
Wir haben die Zahlen in Tabelle II] zusammengestellt. Alle Zahlen 
auch die der 8-Oxybuttersaure, sind in dieser Tabelle in Milligrammen 
Aceton ausgedriickt, um die Ubersichtlichkeit der Bilanzen zu er- 
leichtern. 












































RLS 
BUL B'99T ‘ oF 2044 GI 
Te Du POL oaNYsseggNqAXxG-; Bur EOE site cael 
; . } r . mu * MNBSIOPINGAXG-s ‘Lege 
jyouyoasag | © pes Le. £2 as OINYSZOOBI(T -deqe'| eupene | A Ol = 4 RI auneatee . + 
uo}aIy s/¥ “ o'6¢ DULL GOL BN VstEPINGAX()-¢£ woya7y s|e ~ Sate eb. ‘ — ow d we sie is 
Dur 66 cer ene” 6) |©6—hee Dut £6Z a JOORIC] | A 
Bul gle 
*1¥Z " } ‘201g G| 
yu ZL Sur al d 
- », val wae AX ait 4 Lot 
= . oe Co aaa 19qo”" - O£ " 1G MNBSIO}NGAXO-s :deqo"] 
yauyrII9q “ c GINYysz,ooelq] -10qoe"] yauyoa9q “ ro gu Ot omnyssoyyNgAxQ-¢ 
a a 18 SUL GP, AINYRSOVINGARO 4 UoJsy STP | > SP ae ae tee MNBSJOORI -ani¢ ’ 
= Bu Z'09 “es ee ee * eenpegecenr + 9G Zur gor omneszooRnqy «-4Nigt “Aq 
3 Hur OZ 
_ nalts « ‘ZO1g @ 
§ DU ZFS 7 Pal dl d i 
5 | “ PCP da Rr ge om —_ : -- , airs aelieneibiaed diets 
F soueay eT . &8 = en “4947 yauyoaiaq “ ‘ Hurt] * eamesseqynqAxgo-¢ 
a uojyaoy s\¥ “ O68 DuUL OO, BNBS1EePINGAX()-¢ uoyaoy s]e 4] —— iettiale :qnegr | - 
:  - Eee, " * gInesjooRlI(gy * IN gq Hut ZOE a }0BIG] Ill 
‘ BUL PLL 
a. Zu : SP ‘ZO1dg | 
= > : P af dul F61E 
q Bul OF] BNBS1E,INGAX()-¢ ; aS of “ ;[ oumesseqyngAxQ-— :40qe"] 
L yauyoas9q . . en a aIngsjooRLy ‘4eqo"y | Col 6l 2% { 
xO-e ——a . * afee Hur Z'6g ornesieqyngAxGO-s 
! uoyaoy sie “ BULGE ZR] BNVssezyNqax(¢-s uojary sje O12 — se von " f 
sur alte DB a8 aimesjooRiqT =: wy Sur sez BINS} 90BIC] ia ‘Tl 
Bul Z'99] 
’ , = ‘ZO1g G| 
ul Zz . < 
To. ‘¢ wayyngAxo-¢ Dui SBI 
| > a a . ". ? San on : :10qo'] aa “ - $% eINBsseRNGAXG-s ‘4190qQo"] 
youqgoai9q ¢g9 . a 40 . id ioq yauysa9q | © ote Hur [pT oammessez3ng’xQ-¢ 
uo}ady “so rs ‘ey Ves10}jNGAXG-s . c6 Hut LY 74g 
Vv se PEP AU PLL onesie} png O uoyaoy se - a ae oe a ee thon eed “anid 1 
Dur ¢ ss sos fos ss QINBSje0RICqy =: INI sur ¢y GINBSJOOBIGG «= 4NY 
N Sunwoysyoing yorN Sunwmoijsqoing 104 
>| 
os 





“TTT 919.1 






rrigy 


5S 


N 





Rouse 


ae 





Diacetsaure. 423 


Aus der Tabelle IIl ergibt sich folgendes: 


Im ersten Versuch werden von 166.2 mg Diacetsiure nach der 
Durchstrémung in Blut und Leber 127,2 mg zuriickgefunden (54 Proz 
als B-Oxybuttersiure, 23 Proz. als Diacetsiure). 


Im zweiten Versuch werden von 271,4 mg Diacetsdure nach der 
Durchstr6émung in Blut und Leber 319.7 mg zuriickgefunden (66 Proz. 
als £-Oxybuttersaure, 62 Proz. als Diacetsiure). 


Im dritten Versuch werden von 270mg Diacetsiure nach der 
Durchstrémung in Blut und Leber 244,2 mg Diacetsiure zuriickgefunden 
(50 Proz. als B-Oxybuttersiure, 41 Proz. als Diacetsiure) 


Im vierten Versuch werden von 278 mg Diacetsiure nach der 
Durchstrémung in Blut und Leber 241,2 mg zuriickgefunden (60 Proz. 
als B-Oxybuttersiure, 27 Proz. als Diacetsdure). 


Im fiinften Versuch wurden von 258 mg Diacetsiure nach der 
Durchstrémung in Blut und Leber 266,2 mg zuriickgefunden (58 Proz 
als £-Oxybuttersiure, 45 Proz. als Diacetsiure). 


Wenn man die unkontrollierbare Fehlerquelle der Verdampfung 
der Diacetsiure in der Form von Aceton aus dem strémenden Blute 
auf 15 Proz. annimmt, dann ergibt sich also, daB bei der Durchstrémung 
der iiberlebenden Hundeleber mit Diacetsiure der gréBte Teil (50 bis 
60 Proz.) als B-Oxybuttersiure in Blut und Leber zuriickzufinden ist, 
daB aber nur relativ wenig Diacetsiure verschwindet. 

Man hat hierbei genau wie bei der Durchstrémung der Leber mit 
f-Oxybuttersiure Rechnung zu halten mit der Menge Ketokérper, 
welche die normale Leber bei der Durchstrémung mit normalem Blute 
bildet. Tatsichlich haben wir im zweiten und fiinften Versuch mehr 
f-Oxybuttersiure und Diacetsiure zuriickgefunden als wir vor der 
Durchstrémung zugesetzt hatten. In den anderen Versuchen ist also 
bei der Leberdurchstrémung eine gewisse, wenn auch nur kleine, Menge 
Diacetsiure verschwunden. 


Zusammenfassung. 


Nach Durchstrémung normaler iiberlebender Hundeleber mit 
Blut, dem Diacetsiure zugesetzt ist, waren in Blut und Leber nach 
der Durchstrémung zweimal etwas mehr Ketokérper, als der zu- 
gesetzten Menge entsprach, vorhanden, dreimal weniger, und zwar 
waren nur 77, 89 und 87 Proz. nachzuweisen. Der gréBte Teil (50 bis 
60 Proz.) ist in der Form von £-Oxybuttersaiure anwesend. 

Auch bei diesen Versuchen wird ein erheblicher Teil der gebildeten 
fB-Oxybuttersiure an der Lebersubstanz adsorbiert. Nach der Durch- 
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stroémung ist in der Leber viel mehr (vier- bis neunmal mehr) £-Oxy- 
buttersiure vorhanden als mit dem f-Oxybuttersiuregehalt des in 
der Leber anwesenden Blutes iibereinstimmt 

Es scheint also, daB die Leber tatsichlich leicht Diacetsiure zu 
f-Oxybuttersiure reduziert, obgleich auch der Diacetsaure gegeniibe: 
das zerstérende Vermégen der iiberlebenden Leber nur schwach ist. 


Literatur. 
1) Snapper und Griinbaum, diese Zeitschr. 181, 410, 1927. — 2) Embder 
und Michaud, Beitr. z. chem. Phsiol. 11, 336, 1908. — 3) Dakin und Wake- 
man, Journ. of biol. Chem. 8, 97, 102, 1910. — 4) Marriott, ebendaselbst 


18, 241, 1914. — 5) Friedmann und Maase, diese Zeitschr. 27. 474, 1913. 








Zellatmung. 


V. Mitteilung: 
Uber den Oxydationsmechanismus einiger Pflanzen. 


Von 
A. vy. Szent-Gyorgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitét zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1926.) 


Vor einiger Zeit wurde der Oxydationsmechanismus der Kartoffeln 
einer Analyse unterzogen'), in der Hoffnung, bei dieser Arbeit Gesichts 
punkte fiir die Erforschung der tierischen Oxydationen zu gewinnen. 
Diese Arbeit nahm ihren Ausgangspunkt aus der Arbeit W. Palladins 


und stiitzte sich weiter auf die Arbeit von J. Wolff und M. W. Onslow 
und M. E. Robinson. Als Grundlage dieser Versuche wurde die klassische 
Guajakreaktion gebraucht. Es wurde festgestellt, daB das untersuchte 
Oxydationssystem der Kartoffeln im wesentlichen aus drei Gliedern 
besteht, aus einer Phenoloxydase, einem Phenol (mit o-Dihydroxy- 
gruppe) und der Gruppe der Dehydrasen. Das Phenol hat die Funktion 
des Wasserstof{transporteurs und wird einerseits durch die Oxydase 
(plus Sauerstoff) zum o-Diketochinon oxydiert. Dieses wird dann durch 
die Dehydrasen wieder zum Brenzcatechin reduziert. Werden in diesem 
System die Dehydrasen (mit den dehydrierbaren Substanzen) durch 
Guajakharz ersetzt, so wird nun an Stelle des aktivierten Wasserstoffs 
der Nahrstoffe der labile Wasserstoff des Harzes durch das Chinon 
aboxydiert, welche Oxydation sich durch die entstehende Blaufirbung 
erkennen laBt. Im wesentlichen ist diese Arbeit in der letzten Zeit 
durch Onslow und Robinson*) bestitigt worden. 

Weiterhin wurde bei der obigen Arbeit die schwarzbraune Ver- 
farbung untersucht, die die mit Chloroformdimpfen behandelten 
Schnitte der Kartoffeln an der Luft eingehen. Es wurde gezeigt, 


1) Diese Zeitschr. 162, 399, 1925. 
2) Biochem. Journ. 20, 1138, 1926. 
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daB diese durch eine vierte Substanz bedingt wird, die mit dem 
o-Diketochinon reagiert, wenn dieses nicht durch die Dehydrasen 
reduziert wird. Diese Substanz wurde Tyrin genannt. 

Untersucht man verschiedene Pflanzen mit derselben Methode, 
d. h. mit der Guajakreaktion, und der Beobachtung der schwarzbraunen 
Verfarbung an der Luft, so zeigen die verschiedenen Pflanzen, wie bereits 
aus den Arbeiten von Wol//, Onslow, Onslow und M. E. Robinson, 
B. Moore und E. Whitley bekannt, ein durchaus verschiedenes Ver- 
halten. Einige Pflanzen zeigen diese Reaktionen diffus an der ganzen 
Schnittflache, andere zeigen sie nur stellenweise, andere wieder gar 
nicht, oder in ganz anderer Form. Wie durch Wol//, Onslow und Robinson 
bekannt, enthalten auch nicht alle Pflanzen aromatische Substanzen 
mit einer o-Dihydroxygruppe. 

Die Frage, die ich mir zunachst vorgelegt habe, war die, ob dieses 
System Dehydrase—aromatischer Wasserstofftransporteur— Phenol- 
oxydase bloB das Eigentum gewisser Pflanzen sei, die die obigen 
Reaktionen geben, oder aber, ob alle Pflanzen, die mir zuginglich 
waren, auch die, die keine (Guajakreaktion geben, ein derartiges 
Oxydationssystem besitzen. 

Es wurden also 13 verschiedene Pflanzen bzw. die Friichte, Knollen 
oder Wurzeln der Pflanzen untersucht. Diese waren die folgenden: 
Kartoffel (Solanum tuberosum), Apfel (Pirus malus), Birne (Pirus 
communis), Bohne (Phaseolus vulgaris), Banane (Musa sapientum), 
Traube (Vitus vinifera), Riibe (Beta vulgaris), Melone (Cucumis melo), 
Zeller (Apium graveolens), Ananas (Ananassa sativa), Karotten (Daucus 
carota), Meerrettigwurzel (Rafanus sutivus niger) und Gurke (Cucumis 
sativus). 

Die Arbeit ergab, daB in allen daraufhin untersuchten Pflanzen 
ein analoges Oxydationssystem gefunden werden konnte. Die wesent- 
lichste Variation ergab sich nur in der chemischen Konstitution des 
aromatischen Wasserstofftransporteurs mit der damit Hand in Hand 
gehenden etwas verschiedenen Einstellung und Leistungsfahigkeit der 
zugehérigen Phenoloxydase. Dieser Unterschied ist auch geniigend, 
um das verschiedene Verhalten der Pflanzen in den obigen Reaktionen 
zu éerklaren. 

Experimenteller Teil. 

1. Die Guajakreaktion. Die untersuchten Pflanzen lassen sich auf 
Grund dieser Reaktion in drei Gruppen einteilen: in solehe, die die Reaktion 
an der ganzen Schnittfliche geben, in solche, die die Reaktion nur stellen- 
weise, und in solche, die die Reaktion gar nicht geben. 

Pijlanzen mit diffuser Guajakreaktion. Zu dieser Gruppe gehéren die 


Friichte der folgenden Pflanzen: Kartoffel, Apfel, Birne, Banane und die 
Hiilse der Bohne. Auf Grund der Untersuchungen von J. Wolj/, M.W. 


Onslow und M. E. Robinson kénnen wir sagen, da diese Pflanzen das oben 
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beschriebene dreigliedrige Oxydationssystem besitzen und hierbei als 
aromatischen Wasserstofftransporteur eine Substanz mit o-Dihydroxy- 
gruppe gebrauchen. Dieser Kérper wird durch die Oxydase zu einem 
o-Diketochinon oxydiert. 

Die Guajakreaktion und hiermit auch die Leistungsfahigkeit des 
Systems ist nicht in allen Teilen der Friichte gleich und ist am starksten in 
den peripheren Teilen, wo auch die Sauerstoffkonzentration am héchsten 
ist. In der Banane scheinen die in Langsrichtung laufenden, strangartigen 
Bildungen Staitten besonders intensiver Oxydationen zu sein. 

Pilanzen, die nur stellenweise die Guajakreaktion geben, sind: die Riibe, 
Traube, Karotte und Zeller. Die erste Frage, die sich beim Aufstellen dieser 
Gruppe aufdrang, war die nach der Ursache des negativen Ausfalls der 
Reaktion an gewissen Teilen der Schnittflaiche. Unter den untersuchten 
Pflanzen ist die Riibe ein besonders schénes, man kénnte sagen klassisches 
Beispiel. Schneidet man eine Scheibe aus dieser Wurzel, so finden wir, 
daB diese ganz wei ist. nur an der Peripherie einen diinnen braunen Saum 
aufweist. Beim Stehen an der Luft verandert sich die weiBbe Farbe nicht. 
Bestreicht man nun die ganze Schnittflache mit Guajaktinktur, so er- 
scheint bald im peripheren, diinnen Saume, der sich auch ohne Guajak 
durch seine braune Farbe erkennen la6t, eine intensive blaugriine Farbe. 
Die groBe zentrale Masse bleibt ungefarbt. Wird aber vorher in diesem 
zentralen Teile mit einem Glasstabchen etwas Brenzkatechin an der Ober- 
flache des Schnittes verrieben und dann die Guajaktinktur aufgebracht, 
so erscheint an dieser Stelle, die mit Brenzkatechin behandelt war. bald 
die schéne blaugriine Farbe. Die Riibe besitzt also in allen ihren Teilen 
eine recht aktive Oxydase fiir Brenzkatechin, die diese Substanz unter 
Bildung des o-Diketochinons oxydiert, nur ist in der Pflanze, abgesehen 
vom schmalen peripheren Saume, keine Substanz mit o-Dihydroxyformation 
anwesend. Diese Folgerung kann auch durch die direkte chemische Analyse 
gestiitzt werden. Die aus den zentralen Teilen der Pflanze gewonnenen 
Extrakte zeigen keine Brenzkatechinreaktion. 

Wir kénnen die im Innern der Riibe anwesende aktive Phenoloxydase 
auch direkt nachweisen, wenn wir auf die Oberflache Brenzkatechin oder 
Pyrogallolguajak aufbringen. Die Stellen, die wir mit diesen Substanzen 
behandelt haben, zeigen bald eine dunkle, braune Verfarbung. Die Reaktion 
ist am starksten in den zirkulér angeordneten sekundéren GefaBbiindeln. 
Auch die Guajakreaktion ist hier am starksten (nach vorhergehender Be- 
handlung mit Brenzecatechin). 

Die Riibe hat also in ihrer ganzen Masse eine recht aktive Phenol- 
oxydase, die Brenzeatechin in intensiver Weise zum o-Diketochinon 
oxydiert. Der zu dieser Oxydase gehérende aromatische Kérper (der 
also kein Brenzcatechinderivat ist) kann leicht nachgewiesen werden, wenn 
wir die Scheiben in Chloroformdampfen an der Luft stehenlassen. Die 
Schnitte zeigen dann eine dunkle, blauschwarze Verfarbung, die nicht 
anders als durch die Oxydation eines aromatischen Kérpers erklart werden 
kann. 

Dieses Beispiel zeigt auch, daB die Einteilung und SchluBfolgerung 
von Onslow zu streng gefaBt ist. Onslow teilt die Pflanzen ein in solche, 
die die Guajakreaktion geben, und in solche, die die Guajakreaktion nicht 
geben, und kommt weiter zu der SchluGfolgerung, daB die Gewebe, die die 
Reaktion nicht geben, keinen aromatischen Kérper mit o-Dihydroxygruppe 
enthalten, und daB diese Gewebe, die keine solche Substanz enthalten, 
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auch nicht imstande sind, Brenzcatechin zu oxydieren. DaB dieser Schlub 
zu streng gefaBt ist, dafiir gibt auch das weitere Material dieser Arbeit 
verschiedene Beispiele (s. weiter unten). 

Ein der Riibe analoges Verhalten zeigt die Traube. Bestreicht man die 
Schnittfliche mit Guajak, so bleibt die groBe Masse ungefarbt, nur um die 
Kerne hin erscheint ein schmaler griiner Saum mit positiver Guajakreaktion. 
Bestreicht man jedoch die Schnittflache mit Brenzcatechin und dann mit 
Guajak, so zeigt sich bald eine sehr intensive positive Reaktion. Auch die 
Farbe kann also in ihrer ganzen Masse Brenzcatechin zum o-Diketochinon 
oxydieren, trotzdem sie, wie auch die direkte chemische Analyse zeigt, 
keinen aromatischen Kérper mit o-Dihydroxygruppe enthaélt. Auch die 
nach Onslow gereinigten Oxydasen der Traube zeigen in Gegenwart von 
Brenzcatechin eine positive Guajakreaktion. 

Die Karotten zeigen in ihrer éuBersten Schale die Guajakreaktion 
aéuBerst intensiv. Macht man mit der Spitze eines Messers einige Striche 
an der Oberflache der Wurzel und bringt dann Guajaktinktur auf, so zeigen 
die Striche gleich eine dunkel blaugriine Farbe. An dem Querschnitt der 
Wurzel la6Bt sich dieser Saum intensiver Reaktion wegen seiner Schmalheit 
kaum nachweisen. Der Querschnitt zeigt in einem breiten peripheren 
Saume eine schwachere, jedoch recht deutliche Guajakreaktion. Die zentrale 
Partie ist negativ und zeigt nur unregelmaéBig zerstreute Punkte mit positive: 
Reaktion. 

Beim Zeller finden wir einen schmialeren peripheren Saum positiver 
Reaktion. Hiernach folgt an der Schnittfliche nach innen zu ein schmaler 
Ring mit negativer, dann ein Ring mit schwacher positiver Reaktion, die 
stellenweise strangférmig radiir gegen das Zentrum einstrahlt. Diese 
Stellen positiver Reaktion lassen sich schon an der frischen Schnittflache 
durch ihre braunliche Verfarbung erkennen. Die mir zur Verfiigung stehenden 
Exemplare schienen ziemlich alt zu sein. 

Zur Gruppe der negativen Pflanzen gehéren Gurken, Meerrettigwurzel, 
Melonen und Ananas [s. auch B. Moore und E. Whitley')). Bei Meerrettig- 
wurzel darf die Einteilung nicht ganz scharf gefaBt werden. Bei einigen 
alten Exemplaren von Meerrettigwurzeln fand ich an der Schnittflache 
einen doppelten peripheren Saum positiver Reaktion. Diese Stelle positive: 
Reaktion lieB sich bereits im voraus an der schwachen braunlichen Ver- 
farbung erkennen. Bei der Melone fand ich stellenweise an bereits normal 
dunkelbraun gefarbten Stellen der 4uBersten Schale eine positive Reaktion. 

Behandelt man die Schnittflache dieser Pflanzen mit Brenzcatechin 
und bringt dann Guajak auf, so bleibt die Reaktion negativ. Die nach 
Onslow aus diesen Pflanzen praparierten Oxydasen waren ebensowenig 
imstande, Guajak zu blauen, auch nicht nach Zufiigung von Brenzcatechin. 
Diese Pflanzen enthalten also keine Oxydase, die Brenzcatechin zum o-Di- 
ketochinon zu oxydieren vermag. 

Die Frage war nun, ob diese Pflanzen nun iiberhaupt kein dem obigen 
analoges Oxydationssystem enthalten, oder ob das System unter den 
gegebenen Umstanden nur nicht nachgewiesen werden kann. Diese Frage 
war fiir uns von besonderem Interesse, da die Gewebe phylogenetisch 
héher stehender Tiere nach ihren Reaktionen sich gleich dieser dritten 
Gruppe verhalten. 


') Biochem. Journ. 4, 136, 1909. 





Si nsstadaasns 



































Zellatmung. V. 429 


DaB Glieder dieser dritten Gruppe trotz der obigen negativen Reaktion 
ein analoges System bzw. eine recht aktive Phenoloxydase besitzen, laBt 
sich am Beispiel der Gurke einfach nachweisen. 

Wird die Schnittflache der Frucht mit Pyrogallol bestrichen, so zeigt 
sie bald eine dunkelbraune Verfairbung, die auf eine intensive Oxydation 
dieses Phenols hinweist. 

Eingehender wurden auf ihre Wirksamkeit bei allen vier Pflanzen 
die anlehnend an die Onslowsche Methode praparierten Oxydasen untersucht, 

Bei der Augurke wurde folgendermaBen vorgegangen: Die Frucht 
wurde diinn geschailt. Der zentrale, weichere, wasserreichere Teil wurde 
entfernt, der Rest in diinne Schnitte geschnitten und dann sofort in das 
dreifache Volumen 96proz. Athylalkohol gesetzt. Nach mehrmaligem 
griindlichen Durchriihren und Durchkneten wurde etwa eine Stunde 
spater tiber Watte filtriert, dann in der Buchnerschen Presse bei 300 Atmo- 
sphéren Druck ausgepreBt. Der Rest wurde nochmals aus einem geringeren 
Volumen Alkohol versetzt, nochmals ausgepreBt, dann in vacuo getrocknet 
und zerkleinert. 

Bei der Melone wurde in derselben Weise gearbeitet, nur wurden die 
zweimal mit Alkohol extrahierten und ausgepreBbten Gewebe noch mit 
Ather griindlich extrahiert. Bei Ananas wurde auBer der Schale die zentrale, 
faserige Achse entfernt. 

Bei der Meerrettigwurzel wurde das mit Alkohol extrahierte Gewebe 
mit einer geringeren Menge Wasser versetzt, dessen Volumen ungefahr ein 
Viertel des Volumens der verwendeten Gewebe entsprach. Mit dem Wasser 
wurde das Gewebe bei 37° 1 Stunde lang digeriert. Dann wurde an der 
Buchner-Presse bei 200 Atmosphiren Druck ausgepreBt, der PreBsaft 
zentrifugiert, dann mit dem dreifachen Volumen Alkohol prazipitiert. Das 
Prazipitat wurde am Biichner-Filter abgeschieden und samt dem Filtrier- 
papier in vacuo getrocknet. Stiickchen des Papiers mit der anhaftenden 
Oxydase wurden dann zum Oxydaseversuch verwendet. 

Der Oxydaseversuch wurde folgendermaBen ausgefiihrt: 0,5e¢cem des 
entsprechenden Phenols wurden in einem kleinen, etwa 6 cem fassenden 
Mikrobecher mit | ccm eines 0,2 mol. Phosphatpuffers versetzt. Die Amine 
wurden vorher selbst auch noch auf das gewiinschte py gebracht. Das pg 
entsprach stets dem py des frischen PreBsaftes der entsprechenden Pflanze. 
AuBerdem wurde mit der Oxydase der Augurke und der Meerrettigwurzel 
noch ein Versuch bei pq 7 bzw. 6,8 angestellt. Von Adrenalin Dopa und 
Tyrosin wurden schwachere Lésungen verwendet. Die Oxydation des 
Phenols wurde nach einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur aus der 
dunkelen Verfairbung abgelesen. Bei allen Versuchen wurden natiirlich 
auch Kontrollversuche ohne Oxydase angestellt, um die spontane Oxydation 
des Phenols auszuschlieBen. 

Die Resultate sind in der umstehenden Tabelle verzeichnet. Die 
Intensitat der Oxydation steigt in folgender Weise: 0, Spur, +, (+), +, 

Alle verwendeten Phenole werden durch Kartoffeloxydase in intensiver 
Weise oxydiert. Bei den hier verwendeten Pflanzen bleibt, wie aus der 
Tabelle ersichtlich, der gréB8te Teil der Phenole unoxydiert. Wenn wir von 
den Amidophenolen, deren Oxydation nach der letzt erschienenen Arbeit 
von Handorsky') in besonderer Weise beurteilt werden muB, absehen, 
so sehen wir, da alle vier Oxydasen am stiarksten das Pyrogallol angreifen, 


') Biochem. Journ. 20, 1114, 1926 
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fiir dessen Oxydation unter den verwendeten Phenolen das geringste Oxy- 
dationspotential nétig ist. Da6 die Vorliebe fiir Pyrogallol nicht in eine: 
spezifischen Struktur des Molekiils, sondern eher im nétigen Oxydations- 
potential gesucht werden muB6, zeigt der Umstand, daB bei niedrigerem 
py auch andere Phenole angegriffen werden. Die Leistungsfahigkeit der 
Oxydasen gegeniiber Pyrogallol ist eine recht intensive und mit der Intensitat 
der Leistungsfihigkeit der Oxydasen anderer Pflanzen recht vergleichbar. 

Der negative Ausfall der Guajakreaktion bei diesen Pflanzen, auch 
nach Zufiigung von Brenzcatechin, lie} vermuten, daB die Oxydasen das 
Brenzeatechin nicht oxydieren. Wie aus der Tabelle jedoch ersichtlich, 
wird diese Substanz doch oxydativ angegriffen. Die zugesetzte Guajak- 
tinktur bleibt aber auch in diesen Versuchen trotz der Oxydation des Phenols 
ungefarbt, also auch unoxydiert. Da das o-Diketochinon Guajak glatt 
oxydiert, mu®8 angenommen werden, da8 das Oxydationsprodukt bei 
diesen Pflanzen nicht das o-Diketochinon, sondern ein anderes (vielleicht 
ein Monoketochinon) ist. Auch die Farbe des bei diesen Versuchen ent- 
stehenden Chinons weicht deutlich von der Farbe des o-Diketochinons ab. 
Scheinbar kann das zur Bildung des o-Diketochinons nétige hohe Oxydations- 
potential durch diese Oxydasen nicht erreicht werden. 

Alle die vier Pflanzen also, die Guajak auch nach Zufiigung von Brenz- 
catechin ungebléut lassen, enthalten recht aktive Phenoloxydasen, so daB 
wir annehmen kénnen, da8 auch diese Pflanzen mit dem dreigliedrigen 
Systems Dehydrase, aromatischer Wasserstofftransporteur, Phenoloxydase 
arbeiten. Um diese Konklusion noch weiter zu stiitzen, versuchte ich, bei 
der Meerrettigwurzel die Anwesenheit des aromatischen Wasserstoff- 
transporteurs, der durch die Phenoloxydase oxydiert wird, direkt nach- 
zuweisen. Zu diesem Zwecke wurde der primare alkoholische Extrakt, 
der bei der Herstellung der Oxydasen erhalten wurde, mit 5 Proz. einer 
25proz. Bleiacetatlésung versetzt. Nach einiger Zeit wurde an der Biichner- 
Kerze filtriert oder zentrifugiert, das Filtrat durch Schwefelsiure von Blei 
befreit und dann der Alkohol im Vakuum abgesogen. Die auf das nétige 
pa gebrachte Fliissigkeit zeigt, mit Oxydase versetzt, nach einigem Stehen 
eine braungelbe Verfarbung. 

2. Die Braunfdérbung. Bekanntlich zeigen viele Pflanzen bzw. Friichte, 
wenn irgendwie beschadigt, eine dunkelbraune Verfairbung. Diese ist von 
der Farbe absterbender Apfel und Birnen oder Bananen allgemein zur 
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Geniige bekannt. Diese letzteren Pflanzen geben bereits nach kiirzerem 
Stehen an ihrer Schnittfliche die Verfarbung. Weitere Pflanzen, wie 
z. B. Kartoffeln oder Karotten, miissen in irgend einer Weise, z. B. mit 
Chloroformdampfen beschidigt werden, um die Farbe zu geben. Andere 
Pflanzen wieder, wie Tomaten und Augurken, geben die Verfairbung unter 
keinen Umstanden. 

Wie eingangs erwaihnt, konnte bei der friiher ausgefiihrten Analyse 
bei Kartoffeln (zitiert S. 425) gezeigt werden, daB diese Farbe zum gréBten 
Teil bedingt wird durch die Oxydation einer besonderen Substanz, T yrin 
genannt. Es wurde auch gezeigt, daB diese Substanz weder durch den 
Luftsauerstoff, noch durch die Oxydasen zu Pigment oxydiert wird. 
Sie wird, ebenso wie das Guajakharz, durch das o-Diketochinon oxydiert, 
das unter Einwirkung von Oxydase aus aromatischen Substanzen mit 
o-Dihydroxygruppe gebildet wird. Durch minder aktive Chinone wird 
das Tyrin unter Bedingungen, die in den Pflanzen vorkommen, nicht 
oxydiert '). 

Nachdem das TJ yrin in allen Pflanzen anwesend zu sein scheint, kann 
erwartet werden, da alle Pflanzen oder Pflanzenteile, die eine aromatische 
Substanz mit o-Dihydroxygruppe und neben dieser eine Oxydase enthalten, 
die die Dihydroxyverbindung zu o-Diketochinon zu oxydieren vermégen, 
unter entsprechenden Bedingungen auch die typische dunkelbraune Ver 
farbung zeigen. Trifft eine dieser Bedingungen nicht zu, ist keine Substanz 
mit o-Dihydroxygruppe oder keine geniigend aktive Oxydase anwesend, 
so kénnen wir auch keine typische Braunfarbung erwarten. 

Da wir das Zusammentreffen einer o-Dihydroxygruppe mit geniigend 
aktiver Oxydase auch mit Guajak nachweisen kénnen, konnte erwartet 
werden, daB die Stellen der Braunfirbung in den verschiedenen Pflanzen 
mit den Stellen positiver Guajakreaktion zusammenfallen werden, da die 
Bedingungen der Oxydation des Guajaks und des Tyrins identisch sind 
und beide Oxydationen Ausdruck desselben Prozesses sind ®). 

Die Versuche zeigten, daB dies auch durchweg der Fall ist. Alle 
Pflanzen oder Pflanzenteile, die eine positive Guajakreaktion zeigten., 
zeigten unter entsprechenden Bedingungen auch die typische Braun 
farbung, hingegen gaben die Pflanzen oder Pflanzenteile, die keine Guajak 
reaktion gaben, die typische Braunfirbung auch unter keinen Umstanden. 

Einige Pflanzen, wie z. B. die Karotten, zeigen die Braunfarbung erst 
nach lingerem Behandeln mit Chloroformdampfen, wahrend die Guajak 
reaktion auch ohne Chloroform positiv ausfallt. Dies kann aber nicht 
wundernehmen, da das 7'yrin schwerer oxydierbar ist als das Guajakharz 
und sein Oxydationsprodukt ist auch viel minder farbenreich, also schweret 
erkennbar. : 


') Das p-Chinon oxydiert das Tyrin in erheblichem MaBe erst bei 
hoher Konzentration, alkalischer Reaktion und erhéhter Temperatur. 

*) Es sei daran erinnert, daB das aus Adrenalin und Dopa unter Ein 
wirkung der Oxydasen gebildete Chinon keinen Guajak zu bléuen vermag. 
Die Oxydationskraft dieser o-Chinone scheint durch die Seitenketten 
abgeschwacht zu sein. Es kann also erwartet werden, daS Pflanzen, die 
mit derartigen Wasserstofftransporteuren arbeiten, trotz der Gegenwart der 
o-Dihydroxygruppe und der aktiven Oxydasen keine (Guajakreaktion 
geben werden und wahrscheinlich auch keine typische Braunfarbung 
zeigen. 
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Mit Chloroformdampfen behandelt, gibt auch die Riibe an ihrer ganzen 
Schnittflache eine dunkle Verfairbung, obwohl die zentrale Masse der Pflanze 
keine Guajakreaktion gibt. Diese Farbe ist aber von der Farbe des oxydierten 
T'yrins durchaus verschieden, kann also nicht von der Oxydation dieser 
Substanz herriihren. Das Tyrin gibt eine dunkelbraune Farbe, waihrend 
die Riibe eine in Lila spielende blauschwarze Farbe annimmt. 


Zusammenfassung. 


Es wurden 13 verschiedene Pflanzen bzw. ihre Friichte, Knollen 
oder Wurzeln mit Hilfe der Guajakreaktion untersucht. Die Gewebe 
dieser Pflanzen kénnen sich in dreierlei Weise verhalten: 1. sie bliuen 
das auf die Schnittfliche aufgebrachte Guajak ohne besondere Zu- 
fiigung, 2. sie blauen Guajak erst nachdem Brenzcatechin auf die 
Schnittflache aufgebracht ist, 3. sie lassen Guajak auch in Gegenwart 
von Brenzcatechin ungeblaut. 

Alle untersuchten Pflanzen besitzen das dreigliedrige Oxydations- 
system: Dehydrase, aromatischer Wasserstofftransporteur, Phenol- 
oxydase. Gewebe mit direkter Guajakreaktion haben einen Wasserstoff- 
transporteur mit einer o-Dihydroxygruppe (J. Wolff, M. W. Onslow 
M. E. Robinson), der zum o-Diketochinon oxydiert wird (v. Szent- 
Gyérgyi). Gewebe, die das Guajak erst nach Zugabe von Brenzcatechin 
blauen, haben eine Phenoloxydase, die Brenzcatechin ebenfalls zum 
o-Diketochinon zu oxydieren vermag, diese Pflanzen arbeiten aber 
mit einem anderen aromatischen Wasserstofftransporteur, dessen 
Oxydationsprodukt Guajak nicht zu oxydieren vermag. Pflanzen, die 
auch nach Zufiigen von Brenzcatechin keine Guajakreaktion geben, 
besitzen Phenoloxydasen, die das Brenzcatechin nicht zum o-Diketo- 
chinon zu oxydieren vermégen. 

Ein Teil der untersuchten Friichte bzw. Knollen oder Wurzeln 
zeigt an der ganzen Schnittflache ein der Gruppe | entsprechendes 
Verhalten. Andere Pflanzen verhalten sich an der ganzen Schnitt 
fliche der Gruppe 3 entsprechend. Andere Pflanzen wieder zeigen 
ein gemengtes Verhalten und zeigen in den verschiedenen Teilen ein 
den verschiedenen Gruppen entsprechendes Verhalten. 

Die Braunfarbung der der Luft ausgesetzten Pflanzenteile wird 
durch eine friiher beschriebene Substanz (7'yrin) bedingt, die, ebenso 
wie das Guajak, nicht unmittelbar durch die Oxydase, sondern erst 
durch das unter Einwirkung der Oxydase entstehende o-Diketochinon 
oxydiert wird hat also dieselbe Bedeutung, wie die Guajakreaktion. 
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VI. Mitteilung 
Zur Funktion der Nebennierenrinde und iiber die Substanz Cxure 


Von 
A. v. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1926.) 


Die vor 6 Jahren im Leidener pharmakologischen Laboratorium 
begonnenen Nebennierenexstirpationsversuche gaben den Eindruck, 
daB die Nebennierenrinde in ihrer Funktion mit den _ biologischen 
Oxydationsprozessen in Verbindung stehe. Um hieriiber in systemati- 
scher Arbeit AufschluB zu erhaiten, wurde seit dieser Zeit die biologische 
Oxydation einem eingehenden Studium unterzogen und die Resultate 
dieser Arbeit stets in Nebennierenexstirpationsversudhen auf ihre 
Verbindung mit der Nebennierenrinde gepriift. Die Resultate dieser 
Arbeit tiber Oxydation sind zum Teil in den ersten fiinf Mitteilungen 
dieser Reihe wiedergegeben'). Im Laufe dieser Arbeit wurden etwa 
60 Nebennierenexstirpationsversuche gemacht und 11 verschiedene 
Substanzen bis zu einer gewissen Reinheit isoliert, die ihre biologische 
Untersuchung erméglichte. 

Diese Arbeit war durch die Gastfreiheit von Herrn Prof. Dr. W. Storm 
van Leeuwen zu Leiden, weiland Prof. H.J. Hamburger, Herrn Prof. 
F. J.J. Buitendijk zu Groningen und Herrn Prof. H.H. Dale zu London 
und die Zuvorkommenheit des Britisch Medical Research Council erméglicht. 
Sehr zum Danke verbunden bin ich auch fiir die kurze Mitarbeit von Herrn 
W.V. Thorpe zu London. 

Bis zu den letzten Monaten ist die Arbeit in bezug auf die Neben- 
niere durchaus negativ geblieben. In der letzten Zeit hat sie zur Auf- 
findung einer Substanz gefiihrt, die ich kurz Cy, nennen werde. Das 
Cy, wurde noch nicht isoliert, kann aber bereits als selbststandige 
Substanz charakterisiert werden. Die zu Kristallisationsversuchen 
nétigen Mengen standen mir leider noch nicht zur Verfiigung. 


1) I. Mitteilung, diese Zeitschr. 150, 195, 1924; II. Mitteilung, eben- 
daselbst 157, 50, 1925; III. Mitteilung, ebendaselbst 157, 67, 1925: IV. Mit- 
teilung, ebendaseibst 162, 399, 1925; V. Mitteilung, ebendaselbst 181, 425, 
1927; s. weiterhin diese Zeitschr. 146, 245, 1924; 173, 275, 1926; 
R. J. Hamburger und A. v. Szent-Gyérgyi, ebendaselbst 157, 298, 1925. 
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Diese Substanz Cy, ist in relativ groBer Menge in der Neben- 
nierenrinde anwesend, ist in den anderen Organen nicht oder nur in 
Spuren nachweisbar, bildet also einen spezifischen Bestandteil des 
Interrenalsystems. 

Die Substanz ist zuerst bei gewissen Pflanzen aufgefunden worden. 
wo sie im Oxydationssystem als Katalysator zwischen der Reaktion 
der Dehydrase und dem aromatischen Wasserstofftransporteur an den 
Oxydationen teilzunehmen scheint. Seine Reaktionen und Léslich- 
keiten wurden zuerst bei pflanzlichem Material bestimmt und die 
hier gewonnenen Erfahrungen auf die Nebenniere itibertragen, wo dann 
mit den Reaktionen die durchaus analoge Substanz nachgewiesen 
wurde, die hier als Cy, beschrieben wird. 

Uber die chemische Struktur des Cy; geben die Versuche noch 
keine festen Anhaltspunkte. Sein Verhalten gegeniiber Lésungsmitteln 
spricht fiir ein einfach gebautes Molekiil. Seine Reaktionen gegeniiber 
Oxydationsmitteln geben den Eindruck, daB es sich um ein Thiophenol- 
derivat handelt. Es sei auch erwahnt, daB das frische, zerkleinerte 
Nebennierenrindengewebe den Geruch von Thiophenol erkennen 1laBt, 
der bei keinem anderen Organ wiedergefunden werden konnte 

Die auffallendste Eigenschaft der Substanz, durch die sie auch 
gefunden wurde, ist ihr starkes Reduktionsvermégen 

Ich publiziere meine unabgeschlossenen Versuche aus dem Grunde, 
weil ich meine Groninger Werkstatte, wo ich meine Versuche in den 
letzten Jahren leitete, verlasse, und weil ich hierdurch fiir andere 
Forscher das Arbeiten mit der Substanz ermégliche, die, wenn sie 
auch noch nicht das aktive Hormon der Nebenniere zu sein scheint, 
méglicherweise zu dessen Auffindung fiihren kénnte') 


Experimenteller Teil. 


Das Material zu den Versuchen wurde stets durch das Groninger 
stidtische Schlachthaus geliefert. Es wurden ausschlieBlich Neben- 
nieren von Kiihen bzw. Stieren verwendet. Die Nebennieren wurden 
so bald als méglich aus dem Kérper herausgeschnitten. Immerhin aber 


') Wie aus dem experimentellen Teile ersichtlich, waren meine Um- 
stande, unter denen ich arbeitete. noch nicht optimal, da ich das Material 
nicht eher als \% bis 1 Stunde post mortem erhalten konnte, in welcher 
Zeit das Hormon durch fermentative Funktionen gespalten werden konnte 
(z. B. durch Esterasen, wenn es ein Cholinester des Cxy sein sollte). Es sei 
noch erwahnt, daf sich alle Kardinalsymptome des Adison bzw. der 
experimentellen Nebennierenexstirpation in einfacher Weise erklaren 
lieBen, wenn das Interrenalhormon mit dem Cyxy identisch oder verwandt 
sein sollte und diese Substanz in den tierischen Geweben eine analoge 
Rolle spiclen wiirde, wie sie am pflanzlichen Gewebe zu spielen scheint. 
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verging zwischen dem Tode der Tiere und dem Ausschneiden der Driise 
1, bis 1 Stunde. Ein schnelleres Arbeiten machen die hiesigen Um- 
stande unmdglich 

Das Material, das ich stets persénlich in Empfang nahm, wurde 
sogleich auf Eis gelegt und dann gleich im Laboratorium des Schlacht- 
hauses weiter verarbeitet. Die Driisen wurden mit einem Schnitte 
parallel zur flachen Oberfliche in zwei Teile geschnitten und dann 
das Mark mit einem Skalpell ausgekratzt. Das so erhaltene Rinden- 
gewebe wurde bei den verschiedenen Versuchen etwas verschieden 
weiter behandelt. In der gréBeren Anzahl der Versuche wurde das 
vom Mark befreite Rindengewebe gleich in eine Mischung von Petrol- 
ather und fester Kohlensaure getan. Das gesamte Material wurde 
nach dem physiologischen Laboratorium gebracht und da in der Hack 
maschine noch in gefrorenem Zustande zerkleinert und in das 2',fache 
Volum Methylalkohol eingebracht. In anderen Versuchen wurde das 
frische, unveranderte Rindengewebe gleich in der Fleischhackmaschine 
zerkleinert und in Methylalkohol gebracht. Zu diesen Versuchen 
wurde der Alkohol in Eis vorgekiihIt und wahrend der Extraktion im 
Eis belassen. 

Andere Extraktionsmittel als der Methylalkohol schienen nicht 
geeignet zu sein. Athylalkohol gab eine viel geringere Ausbeute. Ebenso 
auch Aceton. Auch wasserige Extraktion. wie z. B. durch Trichlor 
essigsaurelésung, gibt schlechte Ausbeute. 

Die Extraktion dauerte | Stunde. Wiahrend dieser Zeit wurde 
Ofters geriihrt. Sehr geeignet schien mir die konstante Riihrung durch 
einen lebhaften Kohlensaurestrom. 

Nach etwa | Stunde wurde rasch durch ein Tuch filtriert, der 
test kraftig ausgepreBt und die Fliissigkeit dann an einer Biichnerkerze 
nochmals durch Papier filtriert. 

Das Filtrat, das sogleich in Eis gesetzt wurde, wurde mit 10 Proz. 
einer 25proz. Bleiacetatlésung versetzt. Nach etwa |, Stunde wurde 
scharf abzentrifugiert, das Prazipitat in Athylalkohol in etwa ein 
Viertel des urepriinglichen Volumens suspendiert, nochmals zentri- 
fugiert. Der gréBere Teil der stets anwesenden, nicht unansehnlichen 
Menge von Adrenalin bleibt in den Fliissigkeiten zuriick 

Das Prazipitat wurde nun unter Eiskiihlung in Wasser suspendiert 
und zwar ungefihr zu etwa ein Achtel des urspriinglichen Volumens 
dann wurde tropfenweise unter starker Rihrung 50proz. Schwefel 
siure zugesetzt, bis die Fliissigkeit Kongo blaute. Die tiberschiissige 
Saure wurde sogleich mit NaHCO, neutralisiert. Dann wurde zentri 
fugiert. Die Fliissigkeit wurde dann fiir biologische Versuche in einer 
Thermosflasche in einer Mischung von fester Kohlensaiure und Petrol- 


ather bewahrt 
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War der Zweck des Versuchs die weitere Reinigung des Materials, 
so wurde der Bleiniederschlag an Stelle von Wasser in Methylalkohol 
suspendiert und in dieser alkoholischen Suspension in gleicher Weise 
mit 50proz. Schwefelsaure zersetzt. 

Der Methylalkohol wurde dann bei niedriger Temperatur im vacuo 
abgedampft. Der trockene Rest wurde dann mit einer kleinen Menge 
wasserfreien Methylalkohols extrahiert, wobei ein unléslicher Teil zuriick- 
bleibt und die Substanz Cy;,; zum gréBten Teile in Lésung geht. Aus 
dieser methylalkoholischen Lésung wird das Cy; weder durch Aceton, 
noch durch Ather oder Petrolither gefillt, geht aber aus der petrol- 
aitherischen Lésung nach Zufiigen von Wasser glatt in die Wasser- 
phase iiber. Der, nach Zufiigen von Aceton oder Ather entstehende 
Niederschlag reiBt stets eine gewisse Menge von Cy, mit sich. Ist 
das Prazipitat sehr reichlich, so kann der gréBte Teil der Substanz 
in den Niederschlag iibergehen. 

Es sei bemerkt, daB das verwendete Aceton und der Ather stets 
frisch destilliert wurden, und zwar beide iiber Calciumchlorid. Zum Ather 
wurde auBer dem CaCl, auch noch etwas Calciumsulfit zugesetzt, um 
die Peroxyde zu reduzieren. Ather, der einige Zeit gestanden hat, 
enthalt bekanntlich stets Peroxyde, die die Substanz Cy; oxydieren. 

Die Léslichkeit von Cy, hangt in diesem Stadium zum gréBten 
Teile von den anwesenden Verunreinigungen ab. Reinere Praparate, 
die anscheinend nur geringe Mengen von Verunreinigungen enthalten, 
sind zum gréBten Teil selbst in trockenem, reinem Aceton, wenig in 
Ather, gar nicht in Petrolather léslich, ganz glatt in Wasser oder Methyl- 
alkohol léslich. 

Aus acetonitherischer Lésung wird die Substanz Cyy bei 78° 
(feste Kohlensaure) durch Petrolather niedergeschlagen. 

Die gereinigten Cy, enthaltenden Lésungen zeigen die folgenden 
Eigenschaften: sie reduzieren glatt Jod, und zwar vermag das aus | g 
Nebennierenrinde gewonnene Cy, ungefahr 0,05 bis 0,1 cem n/10 Jod 
zu reduzieren'). 

Dieses Reduktionsvermégen kann weder auf Adrenalin, noch auf 
Glutathion zuriickgefiihrt werden, da es auch in adrenalin- und 
glutathionfreien Lésungen gefunden wird. Die Substanz gibt keine 
Nitroprussidreaktion, auch nicht in Anwesenheit von Zinksulfat. Mit 


') Ware das Cxy ein Thiophenol, so wiirde die Nebenniere, aus dem 
Reduktionsvermégen berechnet, ungefaéhr 0,1 Proz. dieser Substanz ent- 
halten. Die Konzentration des Cxy in der Nebenniere ist also von der 
gleichen GréBenordnung wie das Adrenalin. 

Die gereinigten Praéparate haben trotz des starken Reduktionsvermégens 
einen nur sehr geringen Trockenriickstand. Die gereinigten Praparate 
kénnen also Verunreinigungen nicht mehr in gréBerer Menge enthalten. 

















Zellatmung. VI. 437 


Jod oxydiert, bleibt sie ungefarbt oder gibt nur eine schwache gelbe 
Farbe. Dasselbe gibt die Oxydation durch NO, (NaNO, plus Essig. 
siure) sowie die Oxydation durch Persulfat bei Siedehitze. Nach 
Zufiigen von Natriumjodat und Essigsdure erscheint eine nicht zu 
dunkle gelbbraune Farbe, die beim Erwarmen an der Gasflamme noch 
vor dem Kochen verschwindet. 

Wird Pyrogallol in essigsaurer Lésung mit einer geringen Menge 
Jodlésung zu braunrotem Merichinon oxydiert und dann Cyy zugefiigt, 
so wird die Fliissigkeit entfarbt. Auch p-Phenylendiamin wird durch 
Cxy reduziert. Wird zur neutralen Lésung Silbernitrat zugesetzt, so 
wird sogleich metallisches Silber abgeschieden. Auch das Ferriion 
wird glatt zu Ferro reduziert, Das Cy, gibt weder mit Ferri noch mit 
Ferro bei saurer, neutraler oder alkalischer Lésung eine Farbreaktion. 
Permanganat wird durch das Cy, nicht reduziert, also kann auch das 
starke Reduktionsvermégen wahrscheinlich nicht auf eine doppelte 
Bindung zuriickgefiihrt werden. 

Nachtrag. Um die biologische Aktivitaét bzw. Hormonnatur des Cx 
zu priifen, wurden bei sechs Katzen in einer Sitzung die beiden Neben- 
nieren exstirpiert. Die Operation geschah vom Riicken aus. Bei zwei 
Katzen haben Blutungen die Operation kompliziert, diese wurden gleich 
vom Versuch atsgeschaltet. Bei einer Katze gab die besondere Lage der 
Nebenniere Schwierigkeiten. Dieses Tier starb 2 Tage nach der Operaticn 
und wurde weiter nicht verwendet. Von den bleibenden drei Katzen starb 
eine am siebenten und zwei am achten Tage, als Zeichen dessen, daB die 
Operation tadellos gegliickt war. 

Bei diesen Tieren konnte das von Banting an Hunden beobachtete 
Symptom der Blutungen am an die Zahne grenzenden Zahnfleisch beob- 
achtet werden. 

Am Tage vor dem Tode wurde mit den Injektionen begonnen. Die 
Injektion geschah intramuskular oder intraperitoneal. Es zeigte sich bloB 
eine voriibergehende Besserung der Symptome mit einem geringen Steigen 
der niedrigen Temperatur um \% bis 1°. Derartige Besserung des Zustandes 
wird auch nach Adrenalininjektionen beobachtet und konnte mit dem 
Adrenalingehalt des Praparats erklart werden. Bei zwei Versuchen wurde 
auBer dem mit Blei prazipitierten Cxy auch der eingeengte primaire methy!l- 
alkoholische Extrakt eingespritzt. Diese Injektionen hatten denselben 
Effekt, keines der Praparate konnte das Leben verlangern. Das Cxy scheint 
also mit dem aktiven Hormon der Nebennierenrinde nicht identisch zu sein. 

Es sei noch erwahnt, daB im Laufe dieser Untersuchungen nach Injektion 
frischer alkoholischer Extrakte der Nebennierenrinde sich bei Kaninchen 
wiederholt ein starker vagotroper Effekt beobachten lie} (Bradykardie, 
starke Myose und ein auf Bronchospasmus deutender Stridor). Die Substanz, 
die diesen Effekt gab, schien duBerst labil zu sein. 

Da dieser Effekt unter den zahireichen Extraktionsversuchen nur in 
einigen Fallen in seiner vollen Deutlichkeit erhalten wurde und die be- 
treffenden Extrakte auch stets noch Adrenalin enthielten, konnte ich mir 
iiber diese Erscheinung kein definitives Urteil bilden. Leider bin ich nicht 
mehr imstande, ihn systematisch zu priifen. 
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VI. Mitteilung: 


Uber die Spezifitat des proteolytischen Fermentes im Serum 
verschiedener Kaninchenrassen. 


Von 
M. Frhr. v. Falkenhausen und Hans J. Fuchs. 


(Aus der Poliklinik der medizinischen Klinik und der chemischen Abteilung 
des physiclogischen Instituts der Universitat Breslau.) 


Fingegangen am 20. Dezember 1926.) 
jegang 


Die Reaktion des Serums auf artfremdes EiweiB ist eine alte 
Erfahrung, die im rein serologischen Sinne bereits weitgehend erforscht 
ist und durch die Untersuchungen von Uhlenhuth namentlich eine 
ungeahnte praktische Bedeutung erlangt hat. Einem von uns') gelang 
es jiingst, auf serochemischem Wege zu weiteren bemerkenswerten 
Feststellungen zu gelangen. Er fand, dab Serum von Pferd, Rind und 
Hammel zugesetztes artfremdes Fibrin unter besonders giinstigen 
Bedingungen so verandert, daB ein groBer Teil des darin enthaltenen 
hochmolekular gebundenen Stickstoffs dialysabel wird und mit Hilfe 
einer ganz besonders prizise arbeitenden Mikromethodik genauestens 
erfaBt werden kann. Es gelingt hierbei, sehr erhebliche Fibrinmengen 
restlos dem Abbau zuzufiihren. Arteigenem Fibrin von normalen Tieren 
gegeniiber verhalten sich die genannten Serumarten normaler Tiere 
vollkommen neutral. Von Abbau waren hier auch nicht die geringsten 
Spuren nachweisbar. 

Bei sehr zahlreichen Versuchen mit Seren der erwahnten Tier 
arten ist hierin nie eine Ausnahme gefunden worden. 

Die angestrebte Lésung gewisser anderer Fragestellungen, auf die 
in einer spateren Arbeit zuriickzukommen sein wird, machte nun die 
Wahl des Kaninchens als geeignetes Versuchstier notwendig.  Fiir 
unsere Versuchsreihen wurden uns ohne besondere Auswahl Exemplare 
namentlich der deutschen Mischrassen aber auch verschiedener reiner 


1) Diese Zeitschr. 170, 76, 1926. 
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Rassen geliefert (Ziichter Ernst, Ottendorf). Es zeigte sich hierbei, 
daB sich beim Kaninchen die Seren nicht allen arteigenen Fibrinen 
gegentiber indifferent verhielten, vielmehr fand sich zuweilen ein Fibrin- 
abbau, obwohl Serum sowohl als auch Fibrin von vollkommen gesunden 
Normaltieren stammten. 

Wir haben nun diese auffallende Erscheinung einer eingehenden 
Priifung unterzogen und sind dabei zu Resultaten gekommen, die in 
mehrfacher Hinsicht von Interesse sind. 

In einem Vorversuch stellten wir zunachst in der von Fuchs") 
beschriebenen Weise Fibrintrockensubstrate von rassereinen Angora- 
kaninchen (A.) und einem Kaninchen der deutschen Mischrasse (D. M.) 
nach Entblutung der Tiere her. Hierauf entnahmen wir zwei anderen, 
ebenfalls rassereinen Angorakaninchen (Mutter und Tochter aus einer 
anderen Zucht) Blut und setzten von dem daraus gewonnenen Serum 
je 1.0 cem neben einer Kontrolle ohne Fibrin — mit einer geringen 
Menge (etwa 2 mg) der vorerwahnten Fibrine an. Nach 48stiindigem 
Verweilen im Brutschrank bei 39° C, unter Chloroformdampf, wurden") 
die Proben mit je 11,0cem 2,5proz. Trichloressigsiure Merck ent- 
eiweibt und klarfiltriert. 8,0 cem des Filtrats wurden im Mikrokjeldahl- 
verfahren verarbeitet. Die nachstehende Tabelle 1, in der die Zahlen 
die durch NH, gebundenen Kubikzentimeter n/200 H,SO, bedeuten, 
veranschaulicht die erhaltenen Resultate. 


Tabelle J. 


1,0 com Serum + Substrat, 48 Stunden 39° C, + 11,0 cem 2,5proz. Trichlor- 
essigsiure Merck, davon 8,0 ccm Filtrat. 


Kubikzentimeter n/200 H, SQ,. 





Fibrin Serum Al Serum A II 
GP ere SS 3.64 3,80 
eM, sd Se wo eet ant 3.99 4.2% 
Rie oa ere. ¥ a wrk x 3.59 3.81 


Es 1aBt sich daraus ohne weiteres erkennen, daB die Seren der 
Angorarassekaninchen das rasseeigene Fibrin nicht angreifen, waihrend 
sie nicht rassegleiches Fibrin der gleichen Tierart, in diesem Falle 
solches der deutschen Mischrasse, abbauen. Die Starke des Abbaus 
differiert in den beiden Fallen nicht wesentlich. 

Hierauf beschafften wir uns reinrassige Kaninchen aus garantierten 
Zuchten der Schwarzloh- (Schw.), Braunsilber- (Bs.) und Grausilber- 
rasse (Gs.). Wir entnahmen den Tieren Blut und setzten die daraus 


1) Diese Zeitschr. 175, 185, 1926. 
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gewonnenen Seren in der vorstehend beschriebenen Weise mit den bei 
Versuch | benutzten Fibrinen der deutschen Mischrasse und Angora- 
rasse an. Das Resultat veranschaulicht Tabelle II. 


Tabelle II. 


1,0 cem Serum + Substrat, 48 Stunden 39° C, 11,0 cem 2,5proz. Trichlor- 
essigsdure Merck, davon 8,0 ccm Filtrat. 


Kubikzentimeter n/200 H,SQ,. 





Fibrin Se. Schw Se. Bs. Se. Gs. 
Se ee ee et ee 3.95 433 4.24 
5 Se 4.12 4.49 4.54 
ee eee eee 4.2% 4.62 4,63 


Die in jedem Falle dieser Tabelle rassefremden Fibrine werden 
durchweg von den Seren abgebaut. Bei den hier neu verwendeten 
Rassen entspricht die Serumwirkung also véllig den Beobachtungen 
beim ersten Versuch. 


Zur Verbreiterung der Versuchsbasis stellten wir nunmehr von 
den drei bei Versuch 2 neu verwendeten Rassen nach vollstandiger 
Ausblutung Fibrintrockensubstrate her und setzten diese mit den 
Seren von anderen Tieren der gleichen Rassen und dem einer anderen 
reinen Rasse (Russe: weiB, schwarzer Nasenfleck, schwarze Ohren, 
graue Pfoten und grauer Schwanz; Bezeichnung in der Tabelle: R.) an. 


Tabelle Ill. 


1,0 ccm Serum -}+ Substrat, 48 Stunden 39° C, + 11,0 cem 2,5proz. Trichlor- 
essigsiure Merck, davon 8,0 ccm Filtrat. 


Kubikzentimeter n/200 H,SQ,. 





Fibrin Se. Schw. Se. Gs. Se. Bs. Se. R. 
ok a8 . ae ee ae ie 3,38 3.45 347 3,71 
SEG aca ke ae aut 3,67 3,45 3.80 391 
a eee ye 3,59 3,77 3,48 4.10 
Sa ae 3,36 3,69 4.02 4.35 
* eae 3,46 3.85 3,86 3.88 


In derselben Weise wurde noch eine Anzahl Parallelversuche 
mit anderen Tieren der gleichen Rassen angestellt, von denen wir in 
Tabellen 1V und V weitere Beispiele zur Darstellung bringen: 
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Tabelle ] V. 


Kubikzentimeter n/200 H,SQ,. 





Fibrin Se. Schw. Se. Bs Se. Gs 

2,92 3,32 4,10 

SR armas ae tek ae 2,93 3,92 4.76 
Se er, ge sar We © 3,20 331 4,47 
See ee ee ee 3,29 3.64 4.08 
EP 3s ete. Sle kes 3.11 3.71 4.52 


Tabelle V. 


Kubikzentimeter n/200 H, SO, 





Fibrin Se. Schw. Se. Bs. Se. Gs 

3.56 3.85 3.99 

ee Sa a aie oo 3.54 4.44 452 
MP oa Wy oe ie EG 3.89 3.88 ' 439 
Tg geet Fk ae 3.96 4,12 4.02 
a RS ar ee 3,69 4.24 4,40 


Bei allen Versuchen zeichnet sich ein eindeutiges Resultat ab: 
Wir sehen iiberall, wo ein Serum mit rassegleichem Fibrin zusammen- 
kommt, nach 48stiindiger Einwirkung im Brutschrank keine Ver 
inderung der Reststickstoffmenge, wahrend tiberal] da, wo rassefremde 
Komponenten zusammentreten, eine mehr oder weniger erhebliche 
Zunahme des Reststickstoffs Fibrinabbau verrat. 


Es ergeben sich also bei den einzelnen reinen Kaninchenrassen 
untereinander hinsichtlich des Fibrinabbaus qualitativ genau die 
gleichen Verhiltnisse wie gegeniiber fremden Tierarten. Die deutsche 
Mischrasse stellt in dieser Gruppieruag eine Zusammenfassung mehreret 
tassen dar; bei vielfachen Versuchen an Exemplaren der Mischrasse 
untereinander ergab sich in der Mehrzahl der Faille ein geringer oder 
stirkerer Fibrinabbau, der aber immer weit unter der Abbaustarke 
blieb, der durch Sera rassereiner Kaninchen gegeniiber anderen rasse- 
reinen Fibrinen festgestellt wurde. Die Intensitat des Abbaus weist 
bei den verschiedenen Rassen nicht unerhebliche Unterschiede auf; 
die quantitativen Verhaltnisse bei den analogen Kombinationen sind 
jedoch zumeist ziemlich gleichmaBig. Man kénnte sich versucht fiihlen, 
aus diesen Beziehungen Schliisse auf den Verwandtschaftsgrad der 
Rassen untereinander zu ziehen. Auffallend in dieser Hinsicht sind 
z. B. schon die Resultate der Tabelle 11, wo die Seren der drei ver- 
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wendeten Rassen durchweg das rassefremde Angorakaninchenfibrin 
wesentlich starker abbauen als das ebenfalls fremde der deutschen 
Mischrasse, so daB man annehmen méchte, daB die Angorarasse den 
anderen Rassen am wenigsten verwandt ist. Um weitere Beispiele 
zu nennen, finden wir bei den Seren der Braunsilberkaninchen die 
héchsten Abbauwerte gegeniiber dem Schwarzlohfibrin, bei den Seren 
der Grausilberkaninchen das gleiche, wahrend alle gegeniiber dem 
Fibrin der Mischrasse die geringsten Abbauwerte aufweisen. 


Derartige Feststellungen diirfen freilich zunachst nur mit aller- 
groBter Vorsicht registriert werden. 


Immerhin sind sie ein geringer Beitrag fiir die grobe Gesetzmabigkeit, 
die sich durch alle Untersuchungen dieser Methodik zu ziehen scheint. 


Es kénnte sich auch fiir Zoologen die Méglichkeit eréffnen, mit 
Hilfe unserer Methodik die Beziehungen der einzelnen Tierrassen zu- 
einander aufzukliren. Zunichst freilich wire es wichtig, auch bei 
anderen Tierarten festzustellen, ob die reinen Rassen sich zueinander 
analog den Kaninchenrassen verhalten. Mangels reinrassigen Materials 
konnten wir unsere Versuche nicht auf andere Tierarten ausdehnen. 
Endlich kénnten gleichsinnige Untersuchungen fiir die Anthropologie 
eine Bedeutung erlangen. Zur Erforschung von Menschenrassen und 
-bevélkerungen haben biologische Methoden bereits Anwendung ge- 
funden. Man glaubt [Steffan') u.a.], in der Isohimagglutination den 
Schliissel fiir manche Zusammenhinge gefunden zu haben. Unseres 
Erachtens wird aber die Verwendbarkeit dieser Feststellungen durch 
die Arbeiten von Hden*) stark beeintrichtigt; er fand naimlich, dab 
die Zugehérigkeit eines Menschen zu einer der vier Agglutinations- 
gruppen nicht konstant ist, sondern sich durch Medikamente oder 
Vorginge von kolloidverindernder Wirkung umstimmen 1laBt. Die 
Forderung nach einer anthropologisch verwertbaren serologischen 
bzw. serochemischen Differenzierungsmethode darf daher noch als 
nahezu unerfillt betrachtet werden. 


Fiir uns ist bei unseren weiteren serochemisch-experimentellen 
Untersuchungen sowie fiir alle, die in ahnlichem Sinne arbeiten, die 
Entdeckung der spezifischen Rassendifferenzen beim Kaninchen von 
grundlegender Wichtigkeit. Um grobe Fehlerquellen zu vermeiden, 
diirfen zu einer Versuchsreihe nur Tiere, die sicher der gleichen Rasse 
angehéren, verwendet werden. Im Zweifelsfalle 14Bt sich zur Sicher- 
stellung der Voraussetzungen ein entsprechender Vorversuch nicht 
umgehen. 


') Mitt. d. anthropolog. Ges. Wien 56. 
2) Deutsch. med. Wochenschr. 1922. 
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Zusammenfassung. 


1. Beim Kaninchen ist die Feststellung, daB normales Fibrin 
von artgleichem, normalem Serum nicht abgebaut wird, noch weiter 
unterdifferenziert: Das normale Serum eines rassereinen Kaninchens 
baut normales Fibrin einer anderen Kaninchenrasse ab. 

2. Die Quantitat des Abbaus einer Rasse gegeniiber einer anderen ist 
durchweg gréBer als die Abbaustarke einzelner Rassen gegeniiber den 
Mischrassen. 

3. Rasseeigenes Fibrin wird vom Serum anderer Tiere der gleichen 
tasse niemals angegriffen. 


Dem Laboranten der chemischen Abteilung des Physiologischen 
Instituts, Herrn R. Nagel, sagen wir fiir seine getreue und verstandnis- 
volle Unterstiitzung bei allen Versuchen unseren besten Dank 
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Uber die nephelometrische Bestimmung der Neutralfett- 
Cholesterinfraktion im Blute nach Bing u. Heckschers Methode. 


Uber die Genauigkeit der Methode und die fiir ihren Gebrauch geltenden 
Bedingungen sowie eingehende Erklirung der technischen Einzelheiten. 


Von 
Hans Heekscher. 
(Mitteilung aus dem Stiidtischen Krankenhaus Kopenhagen, Abteilung II.) 
(Eingegangen am 23. Dezember 1926.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Unter den verschiedenen Methoden, deren man sich zur quanti- 
tativen Bestimmung der Blutlipoide bzw. gewisser Fraktionen derselben 
bedient hat, nimmt die obenerwahnte Methode ihrer einfachen Technik 
und leichten Ausfiihrbarkeit halber eine Sonderstellung ein, welche 
ihr wohl den Weg zu einer ausgedehnteren Verwendung eréffnen wird. 
Es hat sich jedoch gegen diese Methode eine Kritik erhoben, und zwar 
von seiten @. Blix’, welcher mit einer anderen Mikromethode eine 
Reihe vorziiglicher Untersuchungen speziell iiber die diahbetische 
Lipdémie (1) unternommen und nun zwei Arbeiten (2) (3) veréffentlicht 
hat, wo er sich bemiiht mit einer Reihe von Einwanden die Zuverlassig- 
keit unseres Verfahrens in Abrede zu stellen. Obwohl Bing und Heckscher 
bereits eine Widerlegung einiger dieser Einwinde publiziert haben (4), 
habe ich mich doch dazu gendétigt gefunden, die praliminaren Unter- 
suchungen iiber die Anwendbarkeit und Genauigkeit der Methode 
wieder aufzunehmen und zu erweitern; ihre Ergebnisse werden nach- 
stehend mitgeteilt. AuBer diesen Untersuchungen mit reinem Triolein 
und Cholesterin habe ich die Genauigkeit der Methode bei ihrer gewohn- 
heitsmaBigen Verwendung zu klinischen Zwecken gepriift, sowie eine 
Reihe von vergleichenden Bestimmungen mit dieser Methode und 
derjenigen von Bang, deren sich Blix bediente, angestellt; diese Unter- 
suchungen kommen ebenfalls nachstehend zur Mitteilung. 

Es besitzt demnach diese Arbeit zwei Teile, je nachdem mit chemisch 


4 


reinen Stoffen oder mit Blut gearbeitet wird; beide haben jedoch eine 
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teihe von technischen Einzelheiten gemeinsam, welche eine nahere 
Erliuterung, die fiir das Verstindnis des Folgenden unbedingt not- 
wendig ist, erfordern. 

Alle Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB sich die Lipoide, 
in 0,50cem Alkohol gelést, auf dem Boden eines Reagenzglases be- 
fanden. Der Alkohol war iiberall der offizinelle ,,Aleoholus absolutus“ 
(Pharmacopea danica), ein Alkohol, welcher 1 Proz. Wasser enthalt. 
und bei der Kontrollmischung mit BaCl,-Lésung keine Triibung 
gab. Diese 0,50 ccm alkoholische Lésung wird mit 2,50 cem 1 proz 
BaCl,-Lésung, welche aus einer Pipette mit ziemlich weiter Offnung 
schnell hinzugesetzt wird, gefillt, worauf die Mischung einige Augen- 
blicke kraftig geschiittelt wird. Die Temperatur der Fliissigkeiten 
war, wo nichts anderes erwihnt ist, 15 bis 20°C. 

Nachdem bei Zimmertemperatur eine gewisse Zeit stehen gelassen 
wird (wo nichts besonderes erwahnt ist, unter anderem bei den Blut- 
analysen, 15 bis 20 Minuten), wird die entstandene Suspension in ein 
Zweigreagenzglas tibergegossen und der nephelometrischen Bestimmung 
unterworfen. Als MaBstab fiir die nephelometrische Bestimmung hat 
man sich bei allen Versuchen derselben Standardskala von in erstarrter 
Gelatine aufgeschlemmtem Kaolin bedient, und die'Messung des 
Wertes wurde mit Heckschers Nephelometer nach der von ihm an- 
gegebenen Anordnung unternommen (5). Diese spezielle nephelo 
metrische Technik ist scheinbar von entscheidender Bedeutung fiir das 
Erreichen der vorliegenden Ergebnisse, weil sie eine Abstraktion von 
gewissen Schwankungen in der Firbung der Suspensionen erlaubt, 
Schwankungen, welche eine Bestimmung mit dem Nephelometer nach 
Kobers Typus erheblich erschweren, vielleicht gianzlich vereiteln 
Betreffs der iibrigen technischen Finzelheiten weise ich auf die ein 
gehende Beschreibung der Technik am SchluB dieser Abhandlung hin 


I. Vorversuche mit reinen Stoffen. 
A. Triolein. 


In der obengenannten Arbeit von Bing und Heckscher findet sich eine 
Mitteilung (Versuch 1) iiber eine Reihe von Bestimmungen des nephelo- 
metrischen Wertes von Triolein nach der von diesen Verfassern angegebenen 
Methode fiir Blutanalysen (Eintrocknen der Trioleinlésung auf FlieBpapier, 
Extraktion mit Ather, Abkochen des Athers, Lésung in 0,50 cem Alkohol 
und Fallung und nephelometrische Bestimmung, wie oben beschrieben). 
Diese Serie von Bestimmungen zeigt, da8 der Triibungsgrad, der nephelo- 
metrische Wert, ,,n. W.‘‘, annahernd proportional mit den Trioleinmengen 
in den Analysen wichst. 

In seiner letzten kritischen Publikation macht aber Blix darauf auf- 
metksam, daB diese Proportionalitaét nur annahernd sei. Deshalb fiihlte 
ich mich dazu veranla&t, erneute Versuche iiber dieses Verhaltnis anzustellen: 


29* 
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Tabelle I (Kurve 1). 


Tabelle iiber die nephelometrische Kurve des Trioleins. Die verschiedenen 
Trioleinmengen waren in 0,50 ccm Alkohol gelést und wurden nach Zu- 
setzung von 2,50 cem Iproz. BaCl,-Lésung gefillt. Beide Fliissigkeiten 
hatten Zimmertemperatur (15 bis 20°C). Die Tabelle ist von verschiedenen 
Bestimmungen aufgebaut, welche einzelne Glieder in einer Kette von zu 
verschiedenen Zeiten unternommenen Versuchen iiber die nephelometri- 


schen Kurven von Triolein-Cholesterinmischungen bildeten. 


Die Ablesung geschah nach Verlauf von 15 bis 20 Minuten. 





Trioleinmenge 


nn. W.* 
mg 
0,034 0,09—0,09 
0,041 0.11—0,11 
0,042 0,12—0.11 
0,050 0,15—0,14—0, 150, 14-0, 12-0, 12-012 
0,058 0,15—0,16—0,15—0, 15 
0,067 0,19 —0,19—0,20—0,20 
0,084 0,27—0,27—0,29 
0,100 0,32—0,30—0,30—0,31—0,29 
0,112 0,31—0,33—0,33—0,35 
0,116 0,31—0,31—0,32—0,30 
0,134 0,43—0,45—0,45—0,43 
0.145 0.47—0,.47 
0.174 0,43—0,47—0,42—0,47 
0,200 0,61—0,59—0,59—0,61—0.61—-0.47 
0,232 0,61—0,57—0,59—0.63 
0,250 0,51—0,59—0,66 
0,268 0,.74—0,74—0,.74—0,74 
0,290 0.74—0.77—0,74—0,74 
0,335 0.74—0,80—0,.80—0.80 
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Es ergibt sich hieraus, daB die betreffenden Triibungsverhaltnisse 
wirklich den Angaben von Blix entsprechen; anfangs verliuft die Kurve 
freilich geradlinig mit Werten, weiche mit den Trioleinmengen propor- 
tional wachsen, um dann in eine Kriimmung, welche einer im Verhialtnis 
zur Trioleinmenge geringeren Steigerung des ,,n. W.‘‘ entspricht, iiber- 
zugehen. 

B. Cholesterin. 


Die Nephelometrie des Cholesterins habe ich ebenfalls einer erneuten 
Priifung unterworfen. Es gab némlich einen scheinbar unerklarlichen 
Unterschied zwischen den von Bing und Heckscher (4) und den von Bliz (3) 
veréffentlichten Resultaten, ein Unterschied, dessen Deutung meines 
Erachtens von ganz besonderer Wichtigkeit ist. Nach den von Bing und 
Heckscher friiher mitgeteilten Versuchen hatten die erreichten Cholesterin- 
suspensionen einen ,,n. W.‘, der nicht nur mit der in den Suspensionen 
enthaltenen Cholesterinmenge proportional war, sondern auch annidhernd 
gleich dem ,,n. W.“ derselben Trioleinmenge. Blix findet dagegen, da’ 
der ,,n. W.“ der Cholesterinsuspensionen jedenfalls unter gewissen Be- 
dingungen bedeutend gréBer als derjenige der Trioleinsuspensionen ist. 
Es ist anzunehmen, da8 dieser Unterschied in den Resultaten, jedenfalls 
bis zu einem gewissen MafSe, dadurch entstéinde, daB Blix seine Versuche 
mit Kobers Nephelometer unternommen hat, ein Nephelometer, das, wis 
gesagt, eine Abstraktion von den Nuancen in der Farbung der Suspensionen, 
welche unbedingt vorkommen, nicht gestattet; es l4Bt sich jedoch die 
Moéglichkeit nicht ausschlieBen, daB8 sich auBerdem noch andere Faktoren 
geltend machten. Deshalb entschlo8 ich mich dazu, die ernéuten Versuche 
iiber die Fallung des Cholesterins nach der von Bing und Heckscher an- 
gegebenen Technik auszufiihren, denn der Zweck der Untersuchungen 
war ja in erster Reihe, die Bedingungen fiir die Anwendbarkeit dieser 
Methode festzustellen. 

Bei diesen Versuchen bediente man sich nicht desselben Verfahrens 
wie friiher, wo die Lésung erst auf FlieBpapier ecingetrocknet und 
dann mit Ather extrahiert wurde, sondern unternahm eine direkte Fdllung 
der reinen alkoholischen Cholesterinlésung. Dadurch kam ich anfangs zu 
einem Ergebnis, welches in unerwarteter Weise den Resultaten von 
Bing und Heckscher widersprach. Es zeigte sich némlich, daB diese 
Cholesterinsuspensionen héufig ungleichmaéBig, flockig und génzlich un- 
geeignet zur Nephelometrie waren. Ganz besonders war dies der Fall, 
wenn die Temperatur der Fliissigkeiten niedrig war und wenn die Cholesterin- 
menge groB war. In anderen Fillen kam man freilich zu homogenen, gleich- 
maBig triiben Suspensionen, ihr ,,n. W.** war aber bei zahlreichen Ver- 
suchen starken Schwankungen unterworfen; in gewissen Fallen war es 
gleich oder annihernd gleich dem ,,n. W.‘ von gleich groBen Triolein- 
mengen, in anderen aber bedeutend niedriger, nach 15 bis 20 Minuten 
abgelesen; und das war der Fall bei wiederholten Versuchen mit ver- 
schiedenen Cholesterinpriparaten. Diese Variationen waren so bedeutend 
und kamen so konstant vor, da8 ich zu der Erkenntnis kam, daB ein« 
Nephelometrie mit dieser Technik tatsdchlich unausfiihrbar sei; es hat deshalb 
keinen Zweck, weitere experimentelle Daten dieser Versuche anzugeben. 

Mit Riicksicht auf Bing und Heckscher, sowie zablreiche unverdéffent- 
lichte Versuche kam ich zu der Uberzeugung, da®B der Unterschied der 
Resultate auf den oben genannten Unterschied in der experimentellen 
Technik (mit oder ohne Extraktion vom Flie8papier) zuriickzufiihren se: 
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Kin tieferes Verstaéndnis des Zusammenhangs gewann ich doch erst durch 
folgende Versuche mit Triolein und Cholesterin in den Analysen zu- 
sammen. 


C. Mischungen von Cholesterin und Triolein. 


Tabellen II bis V (Kurve 2). 


Versuch zur Bestimmung des ,,n. W.** von Triolein-Cholesterinsuspensionen 
mit gegenseitig variierendem Triolein- und Cholesteringehalt. Man benutzte 
hierzu zwei Trioleinpriparate (Kahibaum 1922 und 1924) und zwei ver- 
schiedene Cholesterinpraparate (Merck 1926 und Prof. v. Henriques, Kopen- 
hagen 1922), welche in vier verschiedenen Versuchen (II—V) miteinander 
kombiniert wurden. Die Stoffe wurden in Alkohol gelést und die 0,50 cem 
alkoholischer Lésung sodann mit 2,50cem lIproz. BaCl,-Lésung gefillt. 
Beide Fliissigkeiten hatten eine Temperatur von 17 bis 18° C. Die nephelo- 
metrische Ablesung geschah recht bald, schon nach etwa 10 bis 15 Minuten. 
Die Summe der Triolein- und Cholesterinmengen war etwas verschieden 
in den verschiedenen Teilen der Versuche, wie es aus den Tabellen ersicht- 
lich ist. Dieser Unterschied ist bei der zugehérigen Kurve der Anschaulich- 
keit halber in der Weise eliminiert worden, daB die Werte der nephelo- 
metrischen Ablesungen, mit den entsprechenden Briichen multipliziert, 
alle fiir eine konstante Triolein-Cholesterinsumme von 0,168 mg pro Analyse 
Giiltigkeit haben. Uberall Doppelanalysen. 


Tabelle Il. 








Triolein- Cholesterin- Triolein- Cholesterin- 
menge menge en. W." menye menye _n. W.* 
mg mg mg mg 

0 0,168 0,18—flockig 0,028 0,135 0,54—0,54 
0,0036 0,164 0,33—0,37 0,036 0,126 0,50—0,48 
0,007 0,161 0,43—0,47 0,054 0,105 0,50—0,48 
0,010 0,158 0,43—0,48 0,072 0,084 0,48—0,47 
0,014 0,152 0,47—0,50 0,109 0,042 0,47—0,48 
0,021 0,143 0,54—0.63 0,145 0 0,47—0,47 


Tabelle III. 








Trioleins Cholesterin- Triole ns Cholesterin- 
menge menge _n. W.* menge menge _n. W.* 
mg mg mg mg 

0 0,168 0,22—0,18 0,028 0,135 0,61—0,59 
0,0036 0,164 0,32—0,36 0,036 0,126 0,59— verl. 
0,007 0,161 0,39—0,45 0,054 0,105 0,52—0,54 
0,010 0,158 0,48—0,43 0,072 0,084 0,50—0,52 
0,014 0151 0,47—0,50 0,109 0,042 04A7—0,52 
0,021 0,143 0,54—0,59 
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Tabelle IV. 














Triolein- Cholesterin- Triolein- Cholesterin: 
menge menge an. W." menye menge nn, W." 
mg mg mg mg 
0,0028 0,164 0.26—0,27 0.028 0,126 0,50—0,48 
0,0056 0,161 0.37—0,33 0.042 0,105 0,50—0,50 
0,008 0,158 0.37—0,39 0,056 0,084 0,47—0,50 
0,011 0.151 0,40—0,42 0.084 0,042 0,36—0,36 
0,017 0,143 047—0,45 0.112 0 0.31—0,33 
0,022 0,135 0,.48—0),.48 
Tabelle V. 
Triolein- Cholesterin- Triolein- Cholesterin- 
menge menge oneW.* menge menge an. W." 
mg mg mg mg 
0 0,168 flockig—flockig 0,022 0,135 0.48—0,63 
0,0028 0.164 0,.26—0,26 0,028 0,126 0.50—0,59 
0,0056 0,161 0,33—0,35 0,042 0,105 0,54—0,57 
0.0084 0,158 0.39—0,37 0,056 0.084 0,55—0),47 
0,011 0.151 0,40—O0,37 0.084 0,042 0,36—0,36 
0,017 0,143 0,42—0,43 0.112 0 0.33—0,35 
370 — 
LY. 
060 
O54 | 
G50'— 
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310 
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Abb. 2 
Es zeigen diese Versuche den groBen Unterschied im ,,n. W.", 


den man 








— unter gewissen Bedingungen 





zwischen Suspensionen 
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von reinem Cholesterin und Suspensionen von Triolein-Cholesterin- 
mischungen findet; aber es ergibt sich ebenfalls aus diesen Versuchen, 
daB schon eine ganz geringe Zutat von Triolein zu der Cholesterinmenge 
geniigt, um eine ganz bedeutende V erdnderung in den Fdllungsverhdltnissen 
hervorzurufen. Schon 3 bis 5 Proz. Triolein steigerten den ,,.n. W.‘' 
erheblich, und mit 15 bis 20 Proz. Triolein war der maximale Fillungs- 
grad erreicht. 


Es ist demnach héchstwahrscheinlich, daB die Resultate der 
friiheren Versuche eben dadurch bedingt waren, da8 man einen Umweg, 
die Extraktion vom FlieBpapier, benutzt hatte, denn dieses FlieBpapier 
enthielt nimlich durchweg eine geringe Menge von Substanzen, Harze ( ’), 
mit einem ,,n. W.“ bis 0,09 pro Analyse, welche zusammen mit den 
Lipoiden extrahiert wurden und einen gewissen ,,Blindwert’ ergaben. 
Es wurde dieser ,,Blindwert‘‘ selbstverstandlich in allen Analysen 
beriicksichtigt und von den abgelesenen Werten subtrahiert; damit 
war aber die Rolle der betreffenden beigemischten Stoffe noch nicht 
ausgespielt. Es ist vielmehr anzunehmen, daf diese unbedeutende 
..Extrakt-Menge vom FlieBpapier als ein ,,Trdger‘‘ des Cholesterins 
gedient hat und die Cholesterinsuspensionen in solcher Weise stabilisiert 
hat, daB man zu den scheinbar addquaten Resultaten kam. In meinen 
erneuerten Versuchen war dieser .,Trdger nicht gegenwdrtig, was 
den Unterschied erklart. 

Was das reine Triolein betrifft, so war dieser Faktor ohne jegliche 
Bedeutung; das geht ja deutlich aus der Ubereinstimmung hervor, 
welche man sowohl bei den friiheren Versuchen als auch bei den nun 
wiederholten Versuchen zwischen den Analysen mit unmittelbarer 
Fallung des Trioleins in der alkoholischen Lésung und den Analysen 
mit vorhergehender Extraktion vom FlieBpapier erreichte. (Dasselbe 
ergibt sich vielleicht auch indirekt aus den Zahlen der Tabellen II bis V, 
welche den geringen Unterschied in den Fillungsverhaltnissen am 
SchluB der Tabelle zeigen.) 


Uber die Bedeutung, die dieser Faktor in den von Bing und 
Heckscher friiher mitgeteilten Untersuchungen iiber die Fett-Cholesterin- 
mengen im Blute von normalen Menschen (6) und von Kranken mit 
verschiedenen Leiden (7 bis 12) gehabt hat, wird in einem spiteren 
Abschnitt der vorliegenden Mitteilung die Rede sein. Einen Beitrag 
zum Verstandnis dessen gewinnt man durch folgende Versuche: 


Versuch: Bestimmung der nephelometrischen Kurve fiir eine steigende 
Menge Cholesterin, in einer alkoholischen Lésung von Triolein gelést, 
welche konstant 0,025 mg Triolein in 0,50 cem Alkohol enthalt. 0,50 ccm 
der Mischungen werden mit 2,50 cem lproz. BaCl,-Lésung gefallt. Beide 
Fliissigkeiten haben eine Temperatur von 17°C. Nephelometrische Ab- 
lesung nach 15 bis 20 Minuten. Drei Proben jeder Konzentration. 
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Tabelle V1. 
Trioleinmenge Cholesterinmenge oW- 
mg mg 
| 0,16 
0,025 0,025 0.15 
| 0,15 
| 0,23 
0,025 0,050 0,24 
| 0.24 
| 0,37 
0,025 0,075 0,37 
| 0.37 
| 0.48 
0,025 0,100 0.45 
0.47 
| 0.59 
0,025 0,150 | 0.59 
| 0,69 
0,025 0,200 { 0,74 
| 0.74 
| 0,93 
0,025 0,250 0,97 
0.97 


Entsprechender Versuch mit einem konstanten Gehalt von 0,050 mg 


Triolein in 0,50 ccm alkoholischer Lésung. 


keiten war 19 bis 20°C. 


Die Temperatur der Fliissig- 





Tabelle VII. 
Triolein- Cholesterin- Trioleins Cholesterin- 
menge menge n. W."* menge menge a. W.* 
mg mg mg mg 
| 0,23 0.59 
0,050 0,025 0,24 0,050 0,130 0.57 
| 0,23 0,59 
| 0,26 0.63 
0,050 0,050 0,29 0,050 0,150 0.61 
| a 0,63 
| 0,27 0.80 
0,050 0,065 0,25 0,050 0,200 0,77 
{ 0,29 0.80 
0,39 0,97 
0,050 0,075 0,39 0,050 0,230 0.97 
| 0,37 0.93 
| 0,47 1,00 
0,050 0.100 0,48 0,050 0.250 1,00 
i 0.48 0.97 
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Entsprechender Versuch mit konstantem Gehalt von 0,100 mg Triolein 
in 0,50cem alkoholischer Lésung. Die Temperatur der Fliissigkeiten 17° C, 


Tabelle VIII. 





Trioleinmenge Cholesterinmenge 2 W- 
mg ing 


0.39 

0.37 
0.37 
0,40 
0.47 
0,40 


0,45 
0,47 
0,48 


| 0,59 

0,52 
| 0.59 
0,83 


0.80 
0.87 


0,100 0,025 


0,100 0,050 


0,100 0,075 
0,100 0,100 
0,100 0,150 


Diese Versuche erginzen gewissermaBen die Versuche in den 
Tabellen Il bis V und beleuchten die Tatsache, dab Triolein-Cholesterin- 
mischungen von héichst verschiedener Zusammensetzung, mit einem Triolein- 
gehalt zwischen etwa 9 und 80 Proz. schwankend, derartig gefdllt werden, 
dap ihr ,.n. W.‘* iiberall mit der gegenwdrtigen Lipoidmenge proportional 
léuft. Dies stimmt mit Bing und Heckschers Ergebnissen iiberein (4) 
(Versuch 3), welche freilich — wie oben erwahnt die Resultate von 
Versuchen mit extrahiertem FlieBpapier waren. Die Kurve 4 ver- 
anschaulicht die Resultate der Analysen in den Tabellen VI bis VIII, 
wo auch die entsprechenden Teile der folgenden Versuche eingezeichnet 
sind. 

In seiner Kritik deutet Blix auf zwei technische Einzelheiten, 
welche fiir die erreichten Resultate von entscheidender Bedeutung 
sein sollten: Die Temperaturen der Fliissigkeiten, der alkoholischen 
Lipoidlésung und der BaCl,-Lésung, und die Zeit von dem Moment, 
wo die Mischung der Fliissigkeiten geschieht, bis zur nephelometrischen 
Ablesung. Die folgenden Versuchsreihen wurden mit der Absicht aus- 
gefiihrt, diese beiden Verhiltnisse niher zu beleuchten. 


Versuch zur Bestimmung der Linwirkung der Temperaturen auf den 
,.n. W.* von Triolein- und Cholesterinsuspensionen, sowie Suspensionen mit 
einer Mischung dieser beiden Stoffe in gegenseitig wechselnden Mengen. 
0,50cem alkoholische Lésung dieser Stoffe werden mit 2,50 ccm Iproz. 
BaCl,-Lésung gefallt. Nephelometrische Ablésung nach Verlauf von 15 
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bis 20 Minuten. Die alkoholische Lésung hatte in allen Fallen Zimmer- 
temperatur (15 bis 20°), wahrend die Temperatur der BaCl,-Lésung 
variierte. Die Zahlen geben den ,,n. W.* an. 





Tabelle IX. 








Temperatur ‘Temperatur 

Substanz der Ba Cly-Lsy Substanz der Ba Cly-Lsg 

10° 330 10° 33° 

0,050 mg Triolein. . . O11 O15 | 0,150mg Triolein . . 0,33 0,33 
0,075 . . oats O17 O19 |} O175 . a ; 0.37 0,42 
0,100 . es ge 0.23 | 0.24 | 0.200 . . _ 0.43 0,47 
0.125 . a 5 ag Mg 0.27 | 030 10.250 . = 7 0.48 0.54 


Tabelle X. 





Temperatur der Ba Cl)-Lésung 











Substanz 

10° 22 0) 

0,044 mg Cholesterin. .. . etwa 0,05 0,08—0,09 0.12 
0.066 . - ee etwa 0.08 0.09—0,12 0.22 
0.088 . a  @ ee 0,09 0,.24—),12 0,23 
0,132 . s oe ake 0.14 0,26—0,22 0,32 
0,176 . ‘ , — flockig 0,30—0,27 0,35 
0.220 . 3 yi 0.45—0,43 0.39 

Tabelle X1. 
2 Temperatur der Ba Cl,+Lésung 
Substanz 
10° 20° w 
0,010 mg Triolein 0,022 mg Cholesterin 0,10 0.10—0,10 0.12 
0,010 . - 0,044 . in 0,20 0,.19—0,19 0,23 
0.010 . . 4. 0,066 . : 0,23 0,.24—0,25 0,36 
0.010 . + 0,088 . " 0.31 0.31—0,30 0.42 
0.010 . y + O.132 . “ 0,40 0.39—0,39 0.54 
0.010 . 2 0.176 . 3 flockig 0,52—0,57 0.77 
Tabelle X11. 
Temperatur der Ba Cl,-Lésung 
Substanz 

10 20 w 
0,020 mg Triolein + 0,022 mg Cholesterin 0,10 0,09—0,08 0.09 
0,020 . a + 0.044 . r 0,20 0,18—0.20 0,20 
0.020 . . 0.066 . . 0,29 0.27—0,27 0,30 
0,020 . 3 i 0<£088 . z 0.37 0,39—0,35 0.43 
0,020 . a i O=133 . " 0.45 0.48—0,48 0,69 
0,020 | O176 . = 0.61 0.66—0.63 0.80 
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Tabelle XIII. 








0,030 mg Triolein 
0,030 
0,030 
0,030 
0,030 
0,030 
0.030 


Substanz 
10° 
0,022 mg Cholesterin 0,14 
0.044 0,24 
0,066 0,35 
0,088 0,39 
0,132 0.59 
0,176 0.69 
0,220 flockig 


Tabelle XIV. 


Temperatur der Ba Clj-Lésunyg 


20° 


0.14—0,14 
0,23—0,25 
0,35—0,33 
0,39—0,39 
057—0,61 
0.69—0.74 


30 


0,14 
0.25 
0,35 
0,47 
0,61 
0,90 
etwa 1,00 





0,034 mg 
0,034 
0.034 
0.034 
0,034 
0.034 
0.034 


Triolein -+ 


Substanz 


0,022 mg Cholesterin 
+ 0,044 . ~ 

- 0,066 , 

t+ 0,088 

- 0,132 

t+ 0,176 

0,220 


Tabelle XV. 


Temperatur der Ba Cl.-Lésung 


10° 


0,19 
0,20 
0,30 
0,37 
0,59 
0,74 
0,80 


90 


0,23—0,20 
0,23—0,24 
0,31—0,30 
0,39—0,37 
0,54—0,57 
0,72—0,72 
0,77—0,80 


w 


0,18 
0,24 
0,31 
0,40 
0.54 
0,69 
etwa 1,00 





0,040 mg Triolein + 


0,040 
0,040 
0,040 
0,040 
0,040 
0,040 


Substanz 


0,022 mg Cholesterin 
0,044 , : 
+ 0,066 . 
- 0,088 , 
+ 0,132 
- 0,176 
0,220 


Tabelle XVJ. 





10° 


0,15 
0,23 
0,36 
0,39 
0,59 
0.72 
0.83 


20" 


0,15—0,16 
0,.23—0,25 
0,37—0,35 
0,40—0,43 
0,59—0,61 
0.72—0,74 


Temperatur der Ba Cl.-Lésung 


w° 


0.15 
0,24 
0,33 
0,43 
0,69 
0.93 
0.97 





0,050 mg Triolein 
0,050 . 

0,050 

0,050 

0,050 . 

0,050 . 

0,050 . 


Substanz 


0,022 mg Cholesterin 
0,044 . = 
0,066 , 9 
0,088 . . 
+ 0,132 , . 
+ 0,176 , " 
+ 0,220 , 





~ 


Temperatur der Ba Cly-Lésung 


0,22 
0,29 
0,37 
0,40 
0,50 
0,72 
0,77 


10° 


19” 


0,24—0,23 
0.27—0,31 
0,35—0,35 
040—0,40 
0,50—0,52 
0.69—0.74 


» 


0,25 
0,29 
0,32 
0.40 
0,54 
0,72 
0.80 
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Mit diesen Versuchen zur Deutung des Einflusses, welchen die 
Temperatur auf die Fallungen ausiiben kénnte, verhilt es sich folgender- 
maBen: Die verschiedenen Lésungen von Triolein, Cholesterin oder 
Mischungen dieser Substanzen in verschiedenen Verhaltnissen wurden 
also mit dem fiinffachen Volumen BaCl,-Lésung mit einer von 10 bis 
33°C variierten Temperatur gefallt. Es ist diese Variation der Tem 
peratur bei diesen praliminaren Versuchen als sehr reichlich anzusehen. 
wenn die Fliissigkeiten bei dem gewéhnlichen Gebrauch der Methode 
zu Blutanalysen Zimmertemperatur, welche fast stets zwischen 15 
und 20°C liegt, haben. 


Abgesehen von den unvermeidlichen Ungenauigkeiten, die von 
dem Abpipettieren, etwaigen Ablesungsfehlern usw. herriihren, zeigte 
sich der Einflu8B der Temperaturvariationen auf die Resultate in 
folgenden Versuchen: 1. Die Versuche mit reinem Triolein; hier ist der 
Unterschied, wenn auch konstant, so doch ziemlich gering, so daB er 
bei dem gewéhnlichen Verfahren wohl kaum eine Rolle spielen kann. 
2. Die Versuche mit reinem Cholesterin; hier, wo die Resultate tiber- 
haupt sehr unregelmaBig sind (vgl. mit dem oben iiber die Nephelo- 
metrie des Cholesterins erwahnten), war der EinfluB der Temperatur 
iiberaus vorragend. 3. In folgenden Teilen der Versuche mit Triolein- 
Cholesterinmischungen war auch der EinfluB der Temperatur zu 


spuren. 











Versuch Trioleinmenge Cholesterinmenge — Triolei ry Cholesteri rt 
mg mg mg mg 
XI 0,010 0,066 XII 0,020 0,176 
XI 0,010 0,088 XII 0,030 0,176 
XI 0,010 0,132 XIV 0,034 0,220 
XI 0,010 0,176 XV 0,040 0,176 
XII 0,020 0.132 XV 0,040 0,220 


Es ergibt sich hieraus, daB sich der EinfluB der Temperatur auf 
die Fallung der Triolein-Cholesterinmischungen nur in denjenigen 
Fillen konstatieren l4Bt, wo das Verhiltnis zwischen Triolein und 
Cholesterin kleiner als etwa 1 : 51, ist, d. h., wo der Trioleingehalt der 
Mischung unter etwa 15 Proz. liegt. Man sieht aber auch, daB selbst 
bei diesen Versuchen die Werte bei den Temperaturen 10 und 2 gleich 
waren, d.h. unter den bei Blutanalysen gewéhnlichen Bedingungen. 


Die nichsten Versuche sind mit der Absicht ausgefiihrt worden, 
den EinfluB der Zeit auf den ,.n. W.“‘ verschiedener Suspensionen, die 
in gleicher Weise wie die obengenannten hergestellt wurden, zu er- 
forschen. Diese Frage ist von Bing und Heckscher (|. c., Versuch 7) 
in 30 verschiedenen Blutanalysen untersucht worden, deren ,,.n. W.“ 
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sich wahrend eines Zeitraums von 15 bis 120 Minuten nach Zubereitung 
der Suspensionen nur wenig veranderte. Blix hat jedoch mit Recht 
darauf aufmerksam gemacht, daB die Sache damit nicht fiir alle 
Mischungen von Neutralfett und Cholesterin geklirt ist. Deshalb 
teile ich folgende Versuche mit. 


Versuch zur Beleuchtung der zeitgemdBen Schwankungen des Triibungs- 
grades. Triolein und Cholesterin in alkoholischer Lésung, teils jedes fiir sich, 
teils zusammen in gegenseitig wechselndem Verhaltnis. 0,50ccem alkoholischer 
Lésung mit einem konstanten Gehalt von 0,10 mg Substanz (also Triolein, 
Cholesterin oder eine Mischung von beiden Teilen) wird mit 2,50 eem 1 proz. 
BaCl,-Lésung gefillt. Beide Fliissigkeiten haben eine Temperatur von 
22°C. Die nephelometrische Ablesung nach etwa 3 Minuten, sowie nach 
10, 45, 70 und 120 Minuten. (Die Zahlen der Tabellen geben den ,,n. W.“‘ an.) 


Tabelle XVII. 





ee ont. 3 Min. 10 Min. 45 Min. 70 Min. 120 Min. 
a 100 0 0,21 0,22 0,32 0,35 0,33 
b 95 5 0,22 0,27 0,35 0,35 0,35 
c 90 10 0.2% 0,29 0,33 0.35 0,35 
d 85 15 0,23 031 0.33 0,32 0,30 
e 80 20 0,24 0.29 0,32 031 0,27 
f 75 25 0,30 0,32 0,30 0,30 0,27 
g 63 37 0,22 0,30 0,31 0,27 0,24 
h 50 50 0,21 0.32 0,30 0.27 0,24 
i 37 63 0,23 0,32 0,32 0,29 0,23 
k 25 75 0,22 0,33 0,32 0,29 0,22 
m 0 100 0,25 0,32 0,32 0,29 0,22 


Tabelle XVIII. 


Entsprechender Versuch, doch mit weniger Substanz, 0,050 mg pro 0,50 cc1 
elkoholischer Lésung. 





10 Min 
15 Min 
20 Min 
25 Min. 
35 Min 
45 Min 


Proz. 
Cholesterin 

Proz 

Triolein 

4 Min. 

6 Min 

8 Min 


n 33 67 0.08 O12 014/015 016 O17 O17 O17 | 0,17 

50 50 0,08 | 0,12 | 0,14 | 0,14 | 0,17 | 0,17 | 018 | 0,18 | 0,18 
0,11 | 014 | 0,16 O17 O18 019 019 0,19 0,19 
75 25 012 015 | 0,16 | 018 019 019 019 0,19 0,19 
89 11 012 014/015 015 ' 018 O19 019 O19 O19 


“" © 0 oO 
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Aus diesen Versuchen ersieht man, dab, abgesehen von den 
Analysen a und b in Versuch 7 (mit bzw. 0 und 5 Proz. Triolein), der 
Hoéhepunkt des ,.n. W.“‘ 15 Minuten nach der Zubereitung der Suspen- 
sionen erreicht war, und daB die Werte sich danach sozusagen unverdndert 
jedenfalls bis zur 45. Minute hielten, wonach der ,n.W.“ zu fallen 
anfiingt. Dieser Fall des ,.n. W.‘‘ war am gréBten, wo die prozentische 
Menge des Trioleins am gréBten war, so dab der ,.n. W.“ der reinen 
Trioleinsuspensionen von 32 bis 22 vermindert wurde, d. h. etwa 
31 Proz., wahrend der ,n. W.“ der reinen Cholesterinsuspension 
unverindert blieb. Diese Resultate stimmen nur zum Teil mit 
den von Blix(3) (Tabelle 1) mitgeteilten iiberein; es wird nimlich 
dort angegeben, daB der ,.n.W.“ der reinen Triolein- und Triolein 
Cholesterinsuspensionen (zwei Versuche mit 75 und 50 Proz. Trio- 
lein) wahrend eines Zeitraums von 15 bis 60 Minuten nach der 
Herstellung der Suspensionen 19 bis 24 Proz. fallt. Es beruht die 
Divergenz jedoch begreiflicherweise auf dem Unterschied in der 
Untersuchungstechnik, indem Blix sich bei seinen Untersuchungen, 
wie friiher gesagt, Kobers Nephelometer bedient hat. Die etwas 
nebelgraue Changierung der Farbe, welche man in AHeckschers 
Nephelometer bei den Triolein- und (den trioleinreichen) Triolein- 
Cholesterinsuspensionen beobachtet, ehe noch eine Verinderung des 





458 H. Heckscher: 


n. WW.“ eintritt, macht sich Kobers Nephelometer als eine tat- 
sichliche Verminderung des Triibungsgrades geltend. Im _ iibrigen 
stimmen Blix’ Versuche und die von mir hier mitgeteilten Versuche 
grundsatzlich iiberein. 

Es wird von Blix noch ein Punkt, der nach Bing und 
Heckschers Methode vermutlich zu Fehlschliissen AnlaB geben 
kénnte, hervorgehoben, indem er ohne experimentelle Begriindung 
behauptet, daB die Technik bei der Mischung der alkoholischen 
Fettlésung und der BaCl,-Lésung, ,,die Einlaufgeschwindigkeit der 
BaCl,-Lésung bei der Prazipitation und die Intensitét der darauf 
folgenden Umschiittelung den Triibungsgrad beeinflussen kénnte. 
DaB dies indessen keineswegs der Fall ist, geht aus folgenden Ver- 
suchen hervor. 


Versuch zur Untersuchung der Frage, ob die Einlaufgeschwindig- 
keit der BaCl,-Lésung den Triibungsgrad beeinfluBt. Die Versuchs- 
technik ist etwas anders als bei den obenstehenden Versuchen, indem 
die Lipoide hier vom FlieBpapier extrahiert wurden (,,Blindwert“: 0), 
danach Abdampfung des Athers usw., ganz wie bei den Blutanalysen. 
Die Temperatur sowohl der alkoholischen Lipoidlésung wie der BaCl,- 
Lésung war 20°. 

A. Schnelle Zusetzung von BaCl,-Lésung und sofort danach kurz- 
dauernde, starke Umschiittelung wie gewéhnlich. B. Sehr langsame. 
tropfenweise Zusetzung der BaCl,-Lésung lings der Wand des Glases, 
danach Stehen ohne Umschiittelung und endlich vorsichtiges Umschiitteln 
eben vor der nephelometrischen Bestimmung (10 bis 15 Minuten nach der 
Mischung). 

Tabelle XIX. 





Lipoidmenge ate 2 ee 
0,100 mg Triolein .. . 0,30 0,30 
0,300 , is ate i 0,72 0,69 

Cholesterin . 
aes 0,72 
0,200 , Triolein . . . | | 
0,200 . (ne. - i 077 | 0.69 
0,100 . Triolein 


Der geringe Unterschied, den man in diesem Versuch zwischen 
den entsprechenden Zahlen in den beiden Kolonnen beobachtet, 
kommt dadurch zustande, daB die Fillungswerte der B-Serie zur 
Zeit der Ablesung ihren Héhepunkt noch nicht erreicht haben. 
Bei wiederholter Bestimmung nach Verlauf von 50 Minuten findet 
man eine ganz genaue Ubereinstimmung der Zahlen in den beiden 
Serien. Es ist darauf aufmerksam zu machen, daB in Bing und 
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Heckschers Beschreibung der Methode der Wortlaut folgendermaBen 
ist: ..Worauf Bariumchloridlésung hinzugesetzt und durch Schwenken 
mit dem Alkohol vermischt wird. Man schiittelt die Mischung krdajftig 
einige Male“ (5). Meines Erachtens kann damit dieser Punkt auBer 
acht gelassen werden. 

Was haben nun vorlaufig diese Versuche in bezug auf die Nephelo- 
metrie des Trioleins und des Cholesterins gezeigt ’ 


Zum Triolein: Dieser Stoff laBt sich unschwer nach Bing und 
Heckschers Methode bestimmen. Der Triibungsgrad der reinen Triolein- 
suspensionen steigt mit der zunehmenden Trioleinmenge nach einer 
leicht gebogenen Kurve (Kurve 1). Der Triibungsgrad der reinen 
Trioleinsuspensionen, ihr ,.n. W.“, ist unabhingig von der Temperatur 
der Fliissigkeiten, wenn letztere sich innerhalb der Grenzen der Zimmer- 
wirme befindet. Der Triibungsgrad der Trioleinsuspensionen halt 
sich nach Bing und Heckschers Methode bestimmt — im groBen und 
ganzen unverandert in 45 Minuten nach der Zubereitung der Suspen- 
sionen, um dann zu fallen. 


Zum Cholesterin: Obgleich der ,n.W.“ bei der Fallung des 
Cholesterins in manchen Versuchen dieselbe oder beinahe dieselbe 
GréBe wie gleich groBe Mengen von Triolein oder von Triolein und 
Cholesterin zusammen hatte (s. Beispiele in obenstehenden Tabellen), 
zeigten sich dennoch die Fallungsverhiltnisse des Cholesterins so un- 
hestandig, daB man eine zuverlissige Nephelometrie des _reinen 
Cholesterins nach dem Prinzip von Bing und Heckscher aufgeben muB. 
Ganz ohne Zweifel ist die Temperatur der Fliissigkeiten von ent- 
scheidender Bedeutung fiir die Fallung des reinen Cholesterins. In 
gewissen Fillen, wo der ..n.W.* sowohl kiirzere als lingere Zeit 
nach Herstellung der Suspensionen bestimmt wurde, beobachtete 
man nicht wie beim Triolein ein Abnehmen des Triibungs- 
grades im Zeitraum zwischen der 45. und 120. Minute. Es ist an- 
zunehmen, daB die von Bing und Heckscher friiher mitgeteilten 
Ergebnisse die Nepheiometrie des Cholesterins betreffend, von der 
Gegenwart kleiner Extraktmengen aus dem benutzten FlieBpapier 
beeinfluBt waren. 

In den Triolein-Cholesterinmischungen: Der Kern der Sache war 
hier das gegenseitige Mengenverhiltnis dieser beiden Stoffe, indem 
man ziemlich scharf zwischen Mischungen mit mehr als 10 Proz. Triolein 
und solchen mit weniger scheiden kann. Mischungen mit mehr als 
10 Proz. Triolein sind in bezug auf die Méglichkeit einer Nephelometrie 
im Besitz der giinstigen Eigenschaften des reinen Trioleins. Der 
Triibungsgrad ihrer Suspensionen ist innerhalb der obenerwahnten 
Grenzen unabhingig von der Temperatur, und halt sich derselbe durch- 
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weg unverandert in der Zeit von 15 bis 45 Minuten nach der Herstellung 
der Suspensionen. Ferner steigt der Triibungsgrad ganz regelmabig 
mit den wachsenden Substanzmengen. (Betreffs der nephelometrischen 
Kurve solcher Mischungen siehe unten, Kurve 4). Mischungen mit 
weniger als 10 Proz. Triolein scheinen, nephelometrisch, einen Uber- 
gang zum reinen Cholesterin zu bilden. Die Fallungsverhaltnisse 
sind unbestindig, genau wie beim reinen Cholesterin. Solche 
Mischungen eignen sich folglich nicht zur Nephelometrie nach dem 
angegebenen Prinzip. 

Wir kommen dann zu einer Frage von ganz entscheidender Be- 
deutung, nimlich, ob es eine Kurve gibt, welche man, ohne damit 
bedeutendere Fehler zu machen, zur Nephelometrie von Triolein- 
Cholesterinmischungen mit unbekannter Zusammensetzung gebrauchen 
kénnte, freilich unter der Annahme, dab die Trioleinmengen in allen 
Fallen gréBer als 10 Proz. seien. Zur Beantwortung dieser Frage habe 
ich Kurve 4 gezeichnet, wo alle die Angaben der obenstehenden Tabelle 
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Abb. 4. 


iiber Versuche mit Triolein-Cholesterinmischungen (mehr als 10 Proz. 
Triolein), welche bei Zimmertemperatur gefallt und 15 bis 20 Minuten 
nach der Herstellung der Suspensionen nephelometrisch bestimmt 
wurden, eingezeichnet sind. 
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Die ununterbrochene, schrage Linie, wo sich Abszisse und Ordinate, 
bzw. 0,250 mg Substanz und 0,80 ,,n. W.“ entsprechend, schneiden, 
ist durch Interpolation zwischen den angegebenen Werten ent- 
standen. Uber die Form und die Lage der Kurve laBt sich kein 
Zweifel erheben; die untersuchten Triolein-Cholesterinmischungen werden 
mit einem ,.n. W.‘‘, welches im groBen und ganzen proportional mit der 
Menge der Lipoidsubstanz, gefdlit, d.h. nach einer geradlinigen Kurve 
mit der abgezeichneten Lage. (Diese geradlinige Kurve wird nachfolgend 
zur Ablesung der Werte bei allen Blutanalysen benutzt.) Die beiden 
schragen Linien zu beiden Seiten dieser Kurve geben den ,.n. W.“, in 
einer Entfernung von 15 Proz. von den Werten der Kurve, an; man 
sieht, daB die bei weitem iiberwiegende Zahl der Bestimmungen inner- 
halb dieser Linien fallt, d. h. daB sie weniger als 15 Proz. vom Standard- 
wert abweichen, scheinbar ein tiberaus befriedigendes Ergebnis, wenn 
man die verschiedenen unvermeidlichen Fehler beim Wiegen, Ab- 
messen und Ablesen mit in Betracht zieht. (Es sei vielleicht noch zu 
erwahnen, daB diese graphische Abzeichnung der Resultate an mehreren 
Stellen einen fiir die Genauigkeit weniger vorteilhaften Eindruck 
macht als wirklich durch die Zahlen bedingt, indem naimlich zusammen- 
fallende Werte nebeneinander abgezeichnet sind.) Es ist diese ,,Standard- 
kurve’‘ auf der Kurve 1 angegeben zum Vergleich mit der Kurve des 
reinen Cholesterins. 

Als ein Glied in der Reihe meiner Untersuchungen iiber die Ge- 
nauigkeit der Methode wurde auch ein Versuch zur Bestimmung der 
Abhangigkeit des Triibungsgrades von den Variatonen in der Kon- 
zentration der BaCl,-Lésung gemacht. Es zeigte sich bei diesem Versuch, 
daB kleine Abweichungen in der Konzentration zu beiden Seiten der iib- 
lichen Konzentration, 1 Proz., keinen sichtbaren EinfluB auf die Fallung 
ausiiben, denn in zahlreichen Analysen mit Trioleinproben und mit 
Triolein-Cholesterinmischungen kam man zu demselben Ergebnis, 
sei es, daB die Konzentration der BaCl,-Lésung },, 1, 2, 5 oder 10 Proz. 
war, wihrend eine Konzentration von ', Proz. niedrigere ,.n. W.“ 
ergab. 

Das giinstigste Verfahren bei der Nephelometrie der Triolein- 
Cholesterinmischungen nach Bing und Heckschers Prinzip scheint man 
danach folgendermaBen festlegen zu miissen: 

Die Temperatur der Fliissigkeiten muB 15 bis 20°C sein; 
ihre Mischung muB, wie beschrieben, schnell geschehen. Die 
nephelometrische Ablesung ist 15 bis 45 Minuten,  sicherheits- 
halber (es kann die beim Hinstellen der Fliissigkeiten entstehende 
Graufirbung weniger Geiibte leicht irrefiihren) vielleicht am 
liebsten 15 bis 30 Minuten nach der Zubereitung der Sus- 
pensionen, d.h. nach Mischung der Fliissigkeiten, zu unternehmen. 
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Zur Berechnung des Ergebnisses auf Grund des gefundenen ,,n. W.“ 
bediene man sich der beschriebenen Standardkurve. (Die reinen 
Trioleinproben miissen nach derselben Technik, aber mit Hilfe der 
fiir das Triolein besonderen, leicht gebogenen Kurve bestimmt 
werden.) 

Damit schlieBen meine Versuche mit reinen Lipoiden; nachstehend 
teile ich eine Reihe von Versuchen und Berechnungen mit, welche 
mit der Absicht ausgefiihrt wurden, die Zuverlassigkeit und Genauigkeit 
von Bing und Heckschers Methode in bezug auf Blutanalysen zu er- 
forschen. 


Anfangs méchte ich hier die Untersuchungen betreffs der 
eigentlichen nephelometrischen Technik erwaihnen, um dann spiter 
zu den Problemen der Blutabmessung, des Trocknens der Proben, 
des Extrahierens usw. iiberzugehen. Zu allererst méchte ich 
jedoch einige Bemerkungen iiber gewisse technische Einzelheiten ein- 
schalten. 

In der urspriinglichen Beschreibung der Methode wird angegeben, 
daB sowohl die alkoholische Lipoidlésung als auch die BaCl,-Lésung 
vor der Mischung in kaltem, flieBendem Wasser abgekiihlt werden 
sollen. So wurde auch im Anfang mit der Methode gearbeitet, und die 
Temperatur der Fliissigkeiten mag wahrscheinlich wahrend dieser 
Periode zwischen etwa 5 und 10°C geschwankt haben. Ziemlich bald 
kam ich indessen zu der Uberzeugung, daB diese griindliche Abkiihlung 
der Fliissigkeiten nicht notwendig, ja sogar unzweckmaBig war, indem 
eine niedrige Temperatur der Fliissigkeiten eine besonders reichliche 
Luftentwicklung bei der Mischung verursachte, eine Entwicklung 
einer Menge ganz feiner Luftblaschen, die sich an der Wand des Glases 
festsetzten und die nephelometrische Ablesung erschwerten. AuBerdem 
hatte die niedrige Temperatur zur Folge, da8 die Wande der Nephelo- 
metergliser taubenetzt werden konnten, was auch unangenehm war. Ich 
gab deshalb diese Abkiihlung der BaCl,-Lésung auf; sie war iibrigens 
urspriinglich die Folge rein theoretischer Uberlegungen (welche also 
erfahrungsgemaB in praxi nicht Stich hielten), und seitdem habe ich 
mit einer BaCl,-Lésung von Zimmertemperatur (15 bis 20°C) ge- 
arbeitet, waihrend gleichzeitig die Kiihlung der warmen alkoholischen 
Lipoidlésung etwas gekiirzt wurde. Da nun das Volumen der BaCl,- 
Lésung in den Analysen fiinfmal so groB wie das Volumen der al- 
koholischen Lipoidlésung ist, kann es sich in der Realitét nur um 
ziemlich geringe Temperaturschwankungen der Suspensionen handeln 
DaB dergleichen unbedeutende Schwankungen vdéllig belanglos sind, 
wird in bezug anf die Blutanalysen in der folgenden Tabelle XX ver- 
anschaulicht. 
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Tabelle XX. 
Blutproben aus dem Ohrlaéppchen von niichternen Patienten, getrocknet 


und analysiert wie gewéhnlich nach Bing und Heckschers Methode. Serie A 
wurde mit einer BaCl,-Lésung von 9 bis 10° C gefallt, Serie B 20°, Serie C 40°. 





A B 6 

A. K., 9, 60 Jahre. 

Anorexia nervosa ..... _— 0.07 0.07 
G. D., o&, 40 Jahre. 

Cirrhosis hepatis .... . 0,10 0,10—0).11 0,10 
C.C. H., o&, 51 Jahre. 

Cancer ventriculi, 

Anaemia gravis. .... . 0.05 0.06—0,06 0.06—0.07 
H. J., o&, 74 Jahre. 

Cirrhosis hepatis .. . , 0,07 0,.07—007 0.07 
B. J.. o&, 13 Jahre. 

Pleuritis exsudativa . .. . 0,09 0,09 0,10 
L.S., 2, 18 Jahre. 

Gastritis acuta ...... 0,09 0,10—0.09 0.10 
E.O.0., 9, 11 Jahre. 

Pleuropneunomia seq... . 0.13 0.12—0,11 0,12 
M. K. K., 2, 60 Jahre. 

Diabetes mellitus ..... O15 0.16—0.13 O15 
A. J.8., 2, 51 Jahre. 

Diabetes mellitus. ... . 0.16 O15 0.14 
A. M.N.G., 2, 19 Jahre. 

Cystitis . di a ae bis 0.07 0,08 0.07 
N. V.C., oc, 47 Jahre. 

Mb. cordis compens. .. . 0.08 0.08—0.09 0.08 
F. K. V. N., o, 31 Jahre. 

Pleuritis exsudativa. .. . 0,08 0.07——0,09 0.07 
C.C.L. co, 37 Jahre. 

Uleus ventriculi, 

Anaemia gravis. ..... 0,06 0,07—0,05 0,07 
V. P. V.. o&, 30 Jahre. 

Encephalitis seq. . .. . . 0,07 0,07—0,09 0,09 
A. 0. G. J., o&, 44 Jahre. 

Syf. cerebrospinalis . .«. . 0,07 0.°7—0,06 0,07 
L. P. A. N., ot, 56 Jahre. 

Hypochylia, colitis ... . 0,07 0,08—0,08 0.07 
H.C., o, 20 Jahre. 

Pleuropneumonia seq... . 0,08 0,08—0,08 0,09 
K.J.L., &, 8 Jahre. 

Anaemia simplex |. gr. . . 0,06 0,06—0,07 0,07 
H. B. L., ao, 5 Jahre. 

Nephritis haemorrh. .. . 0,08 0,09—0,10 0.10 


Die Zahlen geben hier sowie in den folgenden Tabellen die GréBe cles 
primaren Athereztrakts in Milligrammen (pro 0,1 cem Blut) an. 


Die nachste Frage gilt dem Zeitpunkt der nephelometrischen 
Ablesung. Diese Frage ist in bezug auf die reinen Trioleinlésungen 
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und die Triolein-Cholesterinmischungen oben beantwortet worden, 
und was die Blutanalysen betrifft, kann ich auf Bing und Heckschers 
bereits erwihnte Publikation hinweisen (4), Versuch 7, wo 30 ver- 
schiedene Blutproben mit einer Extraktmenge, welche zwischen 0,06 
und 0,20 mg pro 0,1 cem Blut schwankte, 15, 45 und 120 Minuten nach 
der Zubereitung der Suspensionen abgelesen wurden. Es wurde hier 
wie von Blix hervorgehoben, bei den Analysen mit dem gréBten Extrakt- 
gehalt ein Fall im ,.n. W.‘‘ im Laufe der Zeit zwischen der ersten und 
der letzten Ablesung nachgewiesen (die mehr extraktarmen Analysen 
hielten sich unverindert); dieses Suchen des ,,.n. W.‘‘ war aber in 
keinem Falle von bedeutendem Umfang, nirgend tiber 15 Proz. Und 
der Unterschied zwischen der ersten und der zweiten Ablesung war 
nur minimal. 

Was die reinen Lipoide betrifft, kam ich, wie oben erwahnt, zu 
der SchluBfolgerung, daB man die Ablesung, ohne da®B dadurch Fehler 
entstehen, von 15 bis 45 Minuten nach der Zubereitung der Suspensionen 
unternehmen kann, obgleich es vielleicht fiir weniger Geiibte am besten 
ist, nach einem Zeitraum von 15 bis 30 Minuten abzulesen. Nach 
allem, was vorliegt, scheinen dieselben Verhiltnisse auch fiir Blut- 
analysen Giiltigkeit zu haben. Deshalb muB ich — zum Teil — ein- 
gestehen, daB Blix’ Kritik an diesem Punkte berechtigt war, wenn 
auch der durch zu langes Warten (45 bis 120 Minuten) bedingte Fehler 
nur ganz ausnahmsweise von Bedeutung werden kann. 

Fiir alle diejenigen Analysen, welche die Grundlage fiir Bing und 
Heckschers verschiedene klinische Arbeiten bilden, spielt diese Quelle 
zu etwaigen Fehlern itiberhaupt keine Rolle, denn die Ablesungen wurden 
hier simtlich vor der 45. Minute unternommen; ich habe meine Ab- 
lesungen stets sofort nach Verlauf der 15. Minute begonnen, und sie 
waren immer, auch wenn ich 30 bis 40 Analysen auf einmal hatte, nach 
15 bis 20 Minuten beendigt. 

Ferner haben wir die Frage iiber die benutzte Standardskala. 
Blix auBert sich dariiber folgendermaBen: Mit Riicksicht auf die 
wechselnden Farbennuancen der Suspensionen, welche durch die 
wechselnde Zusammensetzung des primaren Atherextrakts bedingt 
sind, ,,diirfte die Anwendung eines bekannten Standards (wie der 
Bing und Heckschersche) daher die Genauigkeit der Bestimmung oft 
nicht unwesentlich beeintrichtigen“. Diese Ansicht ist aber nur richtig, 
wenn man zur Nephelometrie Apparate nach Kobers Prinzip benutzt, 
wo das Phinomen, welches man beobachtet, die Menge des reflektierten 
weiBen Lichtes ist; dabei werden, wie bereits oben erwahnt, schon 
geringe Veranderungen in der Farbe der Suspensionen von Bedeutung 
sein. Bei Heckschers Nephelometer ist dies aber nicht der Fall; denn 
hier sieht man unmittelbar — ohne die Intervention irgend eines 
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optischen Systems — in die Suspensionen hinein und bekommt dadurch 
einen Eindruck von der Dichte der Suspensionen, von der ,, Dichte des 
Lichinebels*’, indem man unschwer von selbst recht bedeutenden Farben- 
variationen abstrahieren kann. Deshalb hat die von Blix oben zitierte 
Bemerkung keine reelle Bedeutung. Sie ist eben dadurch entstanden, 
daB Blix sich des ungewoéhnlichen und, darf man wohl sagen, unzweck- 
maBigen Prinzips bedient hat, eine Methode zu kritisieren und die 
mit ihr erreichten Ergebnisse zu verwerfen, ohne die Methode nach der 
originellen Beschreibung iiberhaupt zu probieren. (Beiliufig méchte 
ich darauf hindeuten, daB Blix in seiner oben erwihnten, meiner 
Meinung nach iibrigens vorziiglichen Arbeit ,,Studies on Diabetic 
Lipemia* (1) es unterlassen hat, Bing und Heckschers Hauptergebnisse, 
sowie Heckschers friiher veréffentlichte Arbeiten zu referieren (6) (7), 
obgleich sie doch fast in allen Punkten denjenigen von Blix ent- 
sprechen.) 

Was den Gebrauch einer unverdnderlichen Standardskala betrifft, 
mu8B ich hervorheben, daB eben eine solche Skala den Vorzug hat, 
etwaige zufillige Fehler auszuschlieBen, Fehler, die sich kaum vermeiden 
lieBen, wenn man fiir jede Bestimmung (oder Serie von Bestimmungen) 
neue Standardreihen zubereiten sollte. AuBerdem spart man natiirlich 
auch Zeit mit einer festen Standardskala. (Uber die Zubereitung einer 
solchen Standardreihe siehe am SchluB unter der Beschreibung der 
technischen Einzelheiten !) 


Fiihrt nun aber die Benutzung dieser Standardskala, mit der 
Berechnung der Werte auf Grund der oben beschriebenen Kurve (14) 
kombiniert, zu richtigen Ergebnissen, wenn es sich um Blutanalysen 
handelt ? Mit anderen Worten: Werden die Lipoide im primaren Ather- 
extrakt des Blutes in einer Weise gefallt, welche derjenigen der reinen 
Triolein-Cholesterinmischungen entsprach. Diese Frage geradewegs 
zu beantworten bin ich nicht imstande, denn die Untersuchungen, 
welche eine Beantwortung erméglichen kénnten, d.h. vergleichende 
Untersuchungen einer bedeutenden Zahl von Blutproben von normalen 
Menschen, Kranken mit verschiedenen Leiden (und von Tieren), teils 
nach einer gravimetrischen (Makro-) Methode, teils nach Bing und 
Heckschers Mikromethode, habe ich aus praktischen Griinden nicht 
ausfiihren kénnen. 


Dagegen bin ich dazu imstande, auf indirektem Wege Beweise 
dafiir zu erlegen, daB die Bestimmungen richtig sind, denn ich habe 
in vergleichenden Untersuchungen mit Bangs (von Blix gebrauchte 
Methode) und Bing und Heckschers Methode gute Ubereinstimmung 
der Resultate gefunden. Diese Untersuchungen werden im folgenden 
mitgeteilt. 
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Bangs Methode ist nach der Beschreibung von Blix und mit den von 
letzterem angegebenen kleinen technischen Korrektionen ausgefiilrt 
worden. Ich habe diese Methode nicht besonders schwierig gefunden, 
wenn nur die erforderte Reinigung in allen Einzelheiten durchgefiihrt wird; 
im groBen und ganzen ist die Methode jedoch im Vergleich mit Bing und 
Heckschers Methode sehr umstandlich und zeitraubend, und sie ist bei 
weitem empfindlicher gegeniiber zufalligen Verunreinigungen als letztere 
Methode. Selbst nachdem ich persénlich mit Bangs Methode gearbeitet 
habe und die untenstehenden befriedigenden Resultate erreicht habe, bin 
ich der Meinung, daB Bing und Heckschers Methode der Vorzug gebiihrt 
(zur Bestimmung des primaren Ather- oder Petroleumétherextrakts als 
eine Einheit). 


Es gab bei der Arbeit mit Bangs Methode ein paar Schwierigkeiten, 
die erst iiberwunden werden muBten. So gelang es mir nicht, die be- 
rechnete Aquivalenz zwischen Kaliumbichromat und Thiosulfat zu 
finden; beide Stoffe wurden laut der Angabe in einer n/10 Lésung aus 
guten Praparaten (Kahlbaum pro analysi) verfertigt. Ich muBte deshalb 
folgendermaBen verfahren: 


Die Thiosulfatlésung wurde durch Kontrolltitrierung mit Jodat- 
lésung geeicht (stimmte mit der Berechnung nach dem Abwiegen 
iiberein), und die Aquivalenz zwischen Bichromat und Thiosulfat 
wurde in folgendem Blindversuch bestimmt. (In gewéhnlicher Weise 
titriert, zeigte sich auch die Bichromatlésung genau n/10.) 


Versuch zur Berechnung der Ayuivalenz in Bangs Methode. 1,00 ccm 
lproz. NaOH wird in ein Reagenzglas abpipettiert, kommt 1% Minuten 
in kochendes Wasserbad, dann Abkiihlung bis zur Zimmertemperatur. 
Danach Zusetzung der unten angegebenen Mengen von n/10 Kalium- 
bichromatlésung sowie 5,0 cem Schwefelséure. worauf die Glaser kraftig 
geschiittelt werden. Nach 15 Minuten langem Stehen wird der Inhalt de 
Sliser mit 100 ccm Leitungswasser in einen Erlenmeyerkolben hiniiber- 
gespiihlt; Zusetzung von 2,0cem 5proz. Kaliumjodidlésung (4% Minute 
Wartezeit), dann vier Tropfen von Bangs Starkelésung und Titrieren mit 
n/10 Thiosulfatlésung aus einer Mikrobiirette. 


Tabelle XX1I. 











Zugesetztes Bichromat | Verbrauchtes Thiosulfat | Zugesetztes Bichromat Verbrauchtes Thiosulfat 
ccnr ce ccm ccm 
1,00 0,870 | 0,50 0,425 
1,00 0,895 0,50 0,400 

<4 ) 2 

1,00 0,895; 95° 0,50 0.450; °°! 
1,00 0,880 0,50 0,410 
0,75 0,655 0,25 0,205 
0,75 0,650 0,25 0,175 

).192 
0,75 0,660 ae 0,25 0,195 aaa 
0,75 0,680 0,25 0,195 
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Auf Grund dieser Bestimmungen wurde Kurve 5 gezeichnet, und 
damit war die Grundlage fiir die Aquivalenzberechnungen der folgenden 
Analysen von reinen Lipoiden und Blutproben gegeben. In bezug auf 
diese titrimetrische UnregelmaBigkeit weise ich auf eine folgende 
Publikation von H. Heckscher und Moller hin: ,.Cber Fehler bei dem 
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Abb. 5 


jodometrischen Verfahren in der Bangschen Methode zur Lipoid- 
bestimmung.‘* Um diese empirische Aquivalenzberechnung zu kontrol- 
lieren, wurde folgender Versuch mit reinen Stoffen, Triolein und 
Cholesterin, unternommen. Nach Blix wurden bei der Berechnung 
folgende Reduktionsquotienten gebraucht: 


&, a a ee 
Triolein-Cholesterinmischungen . . . 2,45 
ns ££ « vk’. ee 8s ce Se 


Verfahren: Die Substanzen befanden sich in alkoholischer Lésung. 
Abdampfung des Alkohols im Wasserbad, zum SchluB durch Absaugen 
Zusetzung von | cem | proz. NaOH, Kochen usw. nach Bangs Methode. 


Tabelle XX1I. 





Verbrauchte Menge | Reduzierte Menge Getundene 
Gegenwartige Menge von von n/10 Thiosultat von n/10 Bichromat Lipoidmenge 
Lipoiden 
com ccm mg 
0,690 0,210 0,102 
ee 0,690 0,210 0,102| - 
0.100 mg Triolein .. . 0.680 0,225 0,109 0,107 


| 0,670 0,235 0,114 
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Tabelle XXII (Fortsetzung). 














. Verbrauchte Menge Reduzierte Menge Gefundene 
Gegenwartige Menge von von n10 Thiosultat von n/10 Bichromat Lipoidmenge 
Lipoiden 
com ccm mg 
0,420 0,500 0.243 
eee 0410 0,510 0,248 
0,250 mg Triolein 0,247 
0,405 0,520 0,252 | 
0,420 0,500 0,243 
0.720 0.180 0.076 
0,050 mg Triolein 0,720 0,180 soul 
F 0.076 
0,025 mg Cholesterin . 0.705 0.195 O00} 
0.725 O175 0,071 
0,555 0,360 0.147 | 
0,050 mg Triolein 0,570 0,340 0,139 
: « 0,140 
0,100 mg Cholesterin . 0,570 0,340 0 a 
0,580 0,330 0,135 
0,670 0,235 0.095 
; 0,655 0.250 0.101 | 
0,100 mg Cholesterin . 0.101 
0,665 0,240 0,097 | 
0,635 0,270 0,109 
0.560 0,350 rad 
é 0,555 0,360 0,145 
0,150 mg Cholesterin . s 0,144 
0,560 0,350 0,141; 
0.545 0.370 0.149] 





Diese Resultate fand ich befriedigend und ging alsdann zu ver- 
gleichenden Untersuchungen mit Bangs und Bing und Heckschers 
Methoden iiber. Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle X XIII 
angegeben. Es wurde zu diesen Untersuchungen nicht wie ge- 
woéhnlich Blut aus dem Ohrlappchen, sondern Citratblut [1 Teil 
3,8 proz. Natriumcitratlésung zu 9 Teilen Venenblut (fast keine 
‘Stauung)] benutzt, wovon Proben von 0,1 ccm auf FlieBpapier (bzw. 
Bangs und Bing und Heckschers) innerhalb eines Zeitraums von 
2 Stunden nach der Entleerung des Blutes abpipettiert wurden. Die 
Proben wurden einen bis mehrere Tage im Exsikkator bei Zimmer- 
temperatur getrocknet und dann extrahiert. (Uber das Trocknen und 
die Dauer des Trocknens siehe unten.) Die Bangschen Analysen wurden 
mit Petroleumather bei Zimmertemperatur in 1', bis 3 Stunden 
extrahiert; die anderen Analysen wurden wie gewohnlich mit Ather 
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bei 37° in 20 bis 24 Stunden extrahiert. Die Bangschen Analysen 
wurden mit der vorgeschriebenen Technik ausgefiihrt, nur wurde das 
Abdampfen des Petroleumathers, welches vor der Zusetzung des NaOH 
geschieht, mit einem 2 Minuten langen Absaugen beendigt (um ein 
restloses Abdampfen des Petroleumithers, welches bei einigen ein- 
leitenden Versuchen ziemlich schwierig war, zu sichern). Der Blind- 
wert war bei diesen Analysen minimal und wurde natiirlich vom 
Ergebnis abgezogen. Bei Bing und Heckschers Analysen gab es keinen 
Blindwert. 

Im groBen und ganzen sieht man hier (Tabelle XXIII) eine 
iiberaus gute Ubereinstimmung der mit den beiden verschiedenen 
Methoden gewonnenen Resultate; so findet man in 9 von den 19 Ana- 
lysen eine véllige Ubereinstimmung der Durchschnittszahlen, und in 
den iibrigen ist der Unterschied nur gering: 0,01 bis 0,02 mg. In 
allen zehn Fallen kommt die Differenz dadurch zustande, daB die 
Werte mit Bing und Heckschers Methode gréBer als die Werte mit 
Bangs Methode sind. 

Man findet die Ursache hierzu in der verschiedenen Extraktions- 
technik, namlich nach Bangs Methode: Petroleumather /1!, bis 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur, wihrend nach Bing und Heckschers Methode 
Ather 20 bis 24 Stunden bei 37°C. Dieser Unterschied in der Temperatur 
ist von Bedeutung, wenn es sich um Extraktion mit Ather handelt, 
was aus einigen untenstehenden Versuchen deutlich hervorgeht; 
deshalb liegt auch die Annahme nahe, daB bei der Extraktion mit 
Petroleumather dasselbe der Fall sein wiirde. (Nach Blix sollen die 
Resultate der Ather- und Petroleumatherextraktionen sowohl qualitativ 
als quantitativ identisch sein.) 

Um Klarheit iiber diesen Punkt zu gewinnen, unternahm ich 
eine neue Reihe von Versuchen, wo zur Einleitung beider Analysen- 
methoden Extraktion mit Petroleumither bei Zimmertemperatur 
benutzt wurde (es war die Extraktionstechnik in der obenstehenden 
Versuchsreihe bei beiden Methoden deswegen verschieden, weil es 
meine Absicht war, die Methoden genau so auszufiihren, wie sie von 
ihren Urhebern beschrieben and ausgefiihrt worden sind. 


Die Resultate dieser Versuchsreihe (Tabelle XXIV) bestatigen das 
Obenerwaihnte. In diesen Versuchen erreichte ich eine ganz be- 
friedigende Ubereinstimmung der Resultate; die Durchschnittszahl ist 
bei sechs von zwélf Personen die gleiche; nirgend gibt es eine gréBere 
Differenz der Durchschnittszahlen als 0,01 mg, und diese Differenz 
entsteht in drei Fallen dadurch, daB Bing und Heckschers Methode 
am meisten gilt, wahrend das entgegengesetzte ebensovielmal der 


Fall ist. 
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Tabelle XXIII. 


Vergleichende Untersuchungen mit Bangs und mit Bing und Heckschers 


Methoden. Citratblut (4,5cem Venenblut + 0,5 ccm Natriumcitratlésung). 


wovon 0,10 ccm auf Flie8papier abpipettiert und analysiert wurde. 





Bangs Methode Bing u. Heckschers Methode 








H.J., o&, 74 Jahre. 0,053 | . O71 aan 
w Fe} | 0.08 1 0: 
Cirrhosis hepatis 0,046 °-°° 0,06 | we 
" ( j 
J. A.J. ¢, 31 Jahre. 0,050) » os ~ 
Uleus ventriculi 0,046) ¥ 5 | ™ 
0,05 
° e m 0.15 
J.C., of, 58 Jahre. 0,142) 0.14 0 74 0.15 
Diabetes mellitus 0,136) ~° O15! = 
i _ 0.07 
9 _ f ’ 
I. J. N., o, 29 Jahre. 0.065) 6 06 0.07 | 0.06 
Ischias 0,057 | 0.05 
05 
o-os6 a 
K. M.C., 9. 59 Jahre. 0.086 y 
‘ oe - ~2 + 00 94 0.09 
Diabetes mellitus 0,076 0,08 Mee 
0.082 0,08 
4 0,08 
0.094 0,08 
J. M.H., 3, 59 Jahre. 0,084 0,08 
Hwee MO. ; y 0.08 
Diabetes mellitus 0,069 0,08 007{ ~ 
0,057 0,08 
0,19 
0,186 0.21 
M.C.J., 9, 44 Jahre. 0.1781 9 18 0191 9 99 
Diabetes mellitus 0.182{-° 023; °” 
0.170 0,19 
0.20 
ors oon 
E.C. A, 9, 24 Jahre. 0.071 6 7 0,07! 0,07 
Uleus ventriculi 0.065( °°‘ oe 
0.057 0,06 
- 0,07 
0,07 
0,067 0,07 
N. E. W., 9, 25 Jahre. 0.067| 0.07 0.071 » 97 
Lymphogranulomatos:s 0,076; °°‘ 007(°° ' 
0,059 0,08 
0.08 
0,13 
0,114 0,12 
M. K.L., 9, 51 Jahre. O116( 6 1) 0121 9 19 
Diabetes mellitus O.112{ °° elt 
0,092 0,10 
0,11 
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Tabelle XXIII (Fortsetzung). 





T. 


B. 


J. A. B.. Q, 44 Jahre. 


.C 


_ RK. 2, 30 Jahre. 


Neurasthenia 


Pneumonia seq. 


K. L., Q, 44 Jahre. 


Febris rheumatica 


1. L., 2, 37 Jahre. 
Neurasthenia. 


Uleus duodeni 


’. B.H., o&, 27 Jahre. 
Pleuritis exsudativa 


_K. B.. ot, 24 Jahre. 
Ieterus infectiosus 


.F.. o. 21 Jahre. 
Pleuritis exsudativa 


_ A. F.. o&, A Jahre. 
Mb. cordis incompens. 


1.. o«. 34 Jahre. 


Bangs Methode 


0,063 
0.071 
0.067 | 
0.069 


0.07 


0.086 
0,080 
0,082 
0.065 


0.08 


0.055 
0.050 
0,065 
0.053 


0.06 


0.080 
0,082 
0,090 
0.092 


0.09 


0.069 
0.073 
0,065 
0.067 


0.07 


0.059 
0,063 
0,061 
0.055 


0.06 


0.088 
0,106 
0.080 
0.100 


0.09 


0.071 

0.0651 «ar 
: 0 

0.076 0% 

0.082 


meal 
0.0691 9 06 
Oo. a4 
0,067 


(Saémtliche obenstehenden Werte miissen, um 


Blut zu gelten, mit ™), multipliziert werden. 


Bing u. Heckachers Methode 


fiir 


0.08 
0.07 
0.07 
0.06 


0,08 
on 
0,08 


0.08 
0,08| 
0.09‘ 0.08 
Oo. | 

0.07 


0.07 
0,07| 
0.074 0.07 
0,07| 
0.07 


0,10 
0.09 
0.10 
0.08 
0.09 
0,09 


0,09 


0.07 
0.07 
0.07 
0,07 
0.07 
0.08 


0.0 


0,07 





0.07 
0.07 
0.07 
0,07 


0,10 
0,10 
0.09 
0,11 
0.08 
0,10 


0.07 








0.07 
0.07| 
0,05 § 0,07 
0,08 
0,06 
aa 
0,06 0.07 
0.07 
0.07 


das unverdiinnte 
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Tabelle XXIV. 


Vergleichende Untersuchungen mit Bangs und Bing und Heckschers 

Methode. Blutproben — ohne Citrat — aus dem Ohrlappchen von Patienten, 

2 bis 3 Stunden nach der Einnahme eines leichteren, fettarrnen Friihstiicks. 

Trocknen bei Zimmertemperatur in 24 Stunden. In beiden Serien Extraktion 
mit Petroleumather 1% bis 3 Stunden bei Zimmertemperatur. 





Bings und Heckscher 


Bangs Methode omeode 


0.098 0.09 
0,090 . 0,09 , 0,09 
0.094 0,08 


.G.L., &, 23 Jahre. 
Diabetes mellitus 


0,092 0.11 
0.092 D.06 0.09 0.10 
0.092 0.10 
0,108 0,10 
0,110 I 0,105 0,10 
0,092 0,10 
0,061 0,06) 
0,082 Dd, 0,06 > 0.06 
0.061 0.07 
0.084 O25) 
0.092 Of 0.105 0,10 
0,086 0,10 
0,078 0.08 
0,076 0 0,08 , 0.08 
0,078 0,09 
0,096 0,08 
H., ¥, 2 Jahre. 0.080 6 0.08 $0.08 
Neurastenia 

0,080 0.08 
0,082 poet 
0,094 D,0¢ 0,10 
0,094 0,10 
0,102 0.09 


J. M. F.., 2. 65 Jahre. (0,156 ? 08 0.09 0.09 
Nephritis chr. 
0,080 0.08 


0.086 0,08 


} M. M., 2, 24 Jahre. 0.078 08 0.08 $0.08 
Neurastenia 2 
0,078 0.08 


, 0,078 —) 
D. = me os 19 Jahre. 0.082 0.07' 0.07 
.OrTln 
0,071 0.08 
i . 0,086 6,9) 
‘ _M. K.. oc. 20 Jahre. 0.096 Oo 0.095 0.09 
Normal 
0.090 0.09 


' L.. o&. 26 Jahre. 
Icterus infectiosus 


_S.. oc. 64 Jahre. 
Diabetes mellitus 


’ K.G.C., co. 17 Jahre. 
Mb. cordis incompens. 


’ A.S.M., o&, 38 Jahre 
Tabes dorsalis. 


. M.. co. 21 Jahre. 
Phlebitis extr. inf. seq. 


’ A. A.L., o, 23 Jahre. 


. 0.10 
Asthma bronchiale 
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Betreffs der Extraktionszeit bei Bangs Methode mdéchte ich an dieser 
Stelle bemerken, dal ich, wie aus untenstehender Versuchsreihe ersichtlich, 
zu kleine und zu springende Resultate bei der von Bang und Blix an- 
gegebenen ganz kurzen Extraktionszeit, tiber 10 Minuten, bekommen 
habe; (entscheidend ist jedoch vielleicht hier die Intensitaét, mit welcher 
man das Papier, nachdem es dem Extraktionsglas entnommen ist, spiilt). 


Tabelle XXV. 





Durchschnittszahlen Einzelanalysen der: Durchschnittszahlen Einzelanalysen der. 
der obenstehenden selben Blutproben, der obenstchenden seloen Blutproben, 
Analysen von 15 Min. bei Zimmer: Analysen von 15 Min. bei Diemer 
Tab. XXIII temperatur extrahiert Tab. XXIII temperaturextrahiert 


0.082 0,082 
0,039 0,061 
0,059 0.071 


0,057 0.057 
0.08 0.039 0,049 
0.029 0,037 


0,153 0,092 

0.18 0,143 0.053 
0.141 0,049 

0.053 0,051 

0.07 0,049 0,043 
0.035 0.035 

0.049 0,073 

0.07 0.047 0,09 0,063 
verloren 0.073 





Ich habe deshalb die Extraktionszeit bei den Bangschen Analysen 
verliangern miissen. 


Als Hauptresultat dieser vergleichenden Untersuchungen mit den 
beiden Analysenmethoden ergibt sich also, daB die gefundenen Werte 
iibereinstimmen. Die GréBe des primédren Atherextrakts oder primdren 
Petroleumdtherextrakts vom getrockneten Blute ist dieselbe, gleichviel ob 
die Bestimmung nach Bangs oder nach Bing und Heckschers Methode 
unternommen wird. Und ich meine deshalb, auf indirektem Wege den 
Beweis fiir die iiberwiegende Wahrscheinlichkeit der Annahme geliefert 
zu haben, daB die mit Bing und Heckschers Methode gewonnenen Resultate 
absolute Giiltigkeit haben., Was meines Erachtens in dieser Beziehung 
von ganz besonderer Bedeutung ist, ist der Umstand, daB die pra- 
liminaéren Versuche mit Tripalmitin und Tristearin in einer durchweg 
befriedigenden Weise mit Bangs Methode ausgefiihrt werden 
konnten, wahrend hingegen dies mit der anderen Methode nicht der 
Fall war [s. Bing und Heckscher (4), sowie Blix (3)]. Durch seine Be- 
stimmungen der Reduktionsquotienten der genannten Substanzen (im 
groBen und ganzen gleich denjenigen des Trioleins) hat Blix das héchste 
MaB von Wahrscheinlichkeit dafiir geliefert, daB die gesamten ex 








474 H. Heckscher: 


trahierten Neutralfette — wenn auch vielleicht, was die Saure- 
komponenten betrifft, variierend — nach Bangs Methode quantitativ 
bestimmt werden. Da beide Methoden miteinander iibereinstimmen, 
gereicht dies also auch derjenigen von Bing und Heckscher zur Stiitze. 

Trotzdem drangt sich die Frage auf: Kénnte es nicht dennoch 
Falle geben, wo Bing und Heckschers Methode zu falschen Ergebnissen 
fiihren wiirde, trotz der gefundenen Ubereinstimmung dieser beiden 
Methoden. DaB dergleichen Fille jedenfalls nicht hiufig sind, geht 
auBer aus den obenstehenden vergleichenden Untersuchungen ebenfalls 
aus der friiher genannten guten Ubereinstimmung von Bing und 
Heckschers und Bangs baw. Blix’ Ergebnissen bei den Untersuchungen 
an gesunden und kranken Personen hervor. Diese Ubereinstimmung der 
Resultate laBt sich nicht nur bei den Untersuchungen iiber die Ver- 
schiebungen bei verschiedenen Krankheiten, welche man_natiirlich 
nur einigermaBen nach Gutdiinken vergleichen kann, konstatieren, 
sondern auch bei den Untersuchungen itiber die menschlichen Normal- 
werte, wie friiher von Bing und Heckscher hervorgehoben. [DaB Blix 
bei seinen Untersuchungen (1) von (nicht bettligerigen’?) normalen 
Personen eine etwas héhere, oberste Grenze des primiren Petroleum- 
itherextrakts (beim Manne: héchster gefundener Wert 0,12 mg, bei 
der Frau 0,16 mg) als Bing und Heckscher (sowohl Manner als Frauen 
héchster Wert 0.12 mg) findet, kommt vielleicht nur daher, dab 
Blix die Grenzen des ,,normalen“ so weit wie méglich gezogen hat, 
wahrend Bing und Heckscher im Gegenteil bei der Einteilung ihres 
Materials (213 Patienten in der medizinischen Abteilung, am Tage nach 
ihrer Einbringung auf niichternen Magen untersucht) die Grenzen sehr 
eng gezogen haben.] 

Meiner Meinung nach gibt es jedoch Fille, wo man riskiert, falsche 
(d.h. zu kleine) Resultate beim Gebrauch von Bing und Heckschers 
Methode zu erhalten, namlich die verhaltnismaBig wenigen Fille, wo der 
Extrakt gar kein oder wenig Neutralfett enthalt, wo derselbe also, 
wie von Bang und Blix nachgewiesen, ausschlieBlich oder fast aus- 
schlieBlich aus Cholesterin besteht; denn es wurde in obenstehendem 
Abschnitt tiber die Nephelometrie der reinen Lipoide nachgewiesen, 
daB das reine Cholesterin und Triolein-Cholesterinmischungen mit 
minimalem Trioleingehalt zur Nephelometrie nach dem genannten 
Prinzip ungeeignet sind. (Doch glaube ich nicht, daB dieses Verhaltnis 
irgendwelche Fehler von Bedeutung in den von Bing und Heckscher 
friiher veréffentlichten Versuchen, wo der Extrakt des FlieBpapiers 
das Neutralfett erstattet hat, verursacht haben kann.) Diese Méglichkeit 
falscher Ergebnisse 1a8t sich indessen scheinbar durch eine einfache 
Anderung der Methode unschwer eliminieren, indem man einen kiinst- 
lichen ,,Trdger‘‘ des Cholesterins hinzufiigt; dies erreicht man dadurch, 








re eT eee ee 














ure- 
tativ 
men, 
itze. 
10ch 
ssen 


iden 
veht | 
falls 
und | 
gen 
der 
‘er- 





lich 
‘en, | 
ral- | 
lin | 
len | 

im- | 

bei 

en 
aB 
at, 
res 





ch 
hr 





es 








Nephelometrische Bestimmung d. Neutralfett-Cholesterinfraktion usw. 475 


daB man zur Lésung des Extrakts nicht reinen Alkohol, sondern Alkohol 
mit einer gewissen, kleinen Trioleinmenge gebraucht. DaB man einen 
solchen Blindwert ohne Schaidigung der Methode einfiihren kann, wird 
in folgender Versuchsreihe nachgewiesen. 


Tabelle XXVI. 

A. Blutproben, analysiert wie gewéhnlich mit Bing und Heckschers Methode, 
d.h. mit Lésung des Extrakts in reinem Alkohol. 

B. Entsprechende Blutproben, analysiert mit Bing und Heckschers Methode, 
nun aber mit Lésung des Extrakts in Alkohol, welcher 0,05 mg Triolein 
in der gebrauchten Alkoholmenge (0,50 cem) enthielt. Die angegebenen 
Resultate sind durch Abziehen dieses Blindwertes von dem gefundenen 
Werte entstanden. 








A B A B 

Zah! der Durchschnitts« ———— Zahl der Durchschnitts- yo py my 
Analysen zab Analysen Analysen zahl . Analysen 

6 0,07 0,06 4 0,08 0,08 

5 0,07 0,07 5 0,09 0,09 

6 0,07 0,07 6 0,09 0,08 

5 0,07 0,07 6 0,10 0,10 

5 0,07 0,08 6 0,20 0,19 

4 0,07 0,07 


(Die unter A angegebenen Analysen befinden sich auch in 


Tabelle XXITT.) 


Aber auch aus der folgenden Tabelle (XXVII), durch Ordnung der 
in Tabellen IX bis XVI erwaéhnten Resultate entstanden, geht die Be- 
rechtigung der vorgeschlagenen Anderung in der Methodik deutlich hervor. 


Tabelle XX VII. 
Mischungen von Triolein und Cholesterin in 0,50 cem Alkchol gelést, mit 
2,50 ccm BaCl,-Lésung von 20° C gefallt. Die Zahlen hier, Durchschnitts- 
zahlen von Doppelanalysen, bedeuten ,,mg Lipoid“. 





Triolein: Cholesterinmenge 

—- 0,022 0,044 | 0,066 0,088 0,132 0,176 0,220 
0,010 0,03 0.06 0,08 0,10 0,12 0.18 — 
0,020 0,03 0,06 0,08 0,12 0,15 0,20 —_ 
0,030 0,04 0,08 0,11 0,12 0,19 0,23 - 
0,034 0,07 0,08 0,10 0,12 0,18 0.23 0,25 
0,040 0,05 0,08 0.11 0.13 0,19 0,23 0,26 
0,050 0,08 0,09 0.11 0.13 0,16 0,23 0,24 


Mit dieser kleinen Anderung in der Methode sollte man also eine 
Sicherung gegen den obengenannten Fehler gewonnen haben; ich halte 
es deshalb fiir richtig — wie aus der Besprechung der Technik am Schlu8 
dieses Artikels ersichtlich —, die Verbesserung in der Methodik von Bing 
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und Heckschers Methode einzufiihren, welche darin besteht, anstatt reinen 
Alkohols einen Alkohol, welcher eine gewisse kleine Menge Triolein (0,02 mg 
Triolein pro 0,50 cem) enthalt, zu benutzen. (Mit Ausnahme der Analysen 
in Serie B, Tabelle XX VI, sind jedoch alle in dieser Arbeit veréffentlichten 
Analysen nach Bing und Heckschers Methode in gewédhnlicher Weise ohne 
Zusetzung von Triolein unternommen worden.) 

Nachdem ich nun in den beiden vorigen Abschnitten meine Uber- 
legungen und Untersuchungen in bezug auf das Prinzipielle von Bing und 
Heckschers Analysenmethode mitgeteilt habe, werde ich iiber die Genauig- 
keit der Methode bei ihrem gewohnheitsmi®igen praktischen Gebrauch 
in der Klinik AufschluB geben. Zur Einleitung méchte ich doch erst einige 
Untersuchungen iiber gewisse Teile der Versuchstechnik: Das Entnehmen 
des Blutes, das Trocknen der Proben, das Aufbewahren derselben, sowie 
endlich die Temperatur und Dauer der Extraktion, einfiigen. 

Es ist friiher von Bing und Heckscher, ohne Angaben von Daten, 
behauptet worden, daB schon bei dem Entnehmen des Blutes aus einem 
kleinen Schnitt oder Stich im Ohrlappchen ein recht bedeutender Fehler 
entstehen kann, indem die ersten Trépfechen oft extraktreicher als die 
folgenden Bluttropfen sind. Dafiir liefert die nachstehende Versuchsreihe 
den Beweis. 

Bei 19 verschiedenen Kranken habe ich das erstkommende Blut (Blut- 
proben 1) aufgesaugt und danach auBerdem noch drei Blutpreben (2 bis 4) 
genommen. Das Ergebnis der Analysen geht aus der Tabelle XX VII hervor 
(die zusammengehorigen Analysen sind am selben Tage ausgefiihrt worden). 


Tabelle XXVIII. 








1 2 3 4 1 2 3 4 
0,12 0,11 0,11 0.11 0,13 0,08 0,09 0,08 
0,12 0,13 0,12 0,12 0,14 0,08 0,08 0,08 
0,07 0,06 0,07 0,07 017 0,10 0,10 0,09 
0,10 0,08 0,08 0,08 0,07 0,07 0,05 0,05 
0,23 0,25 0,20 0,22 0,22 0,08 0,10 0,08 
0,14 0,10 0,08 0,10 0,10 0,08 011 0.11 
011 0,10 0,09 0,10 0,08 0,07 0,08 0,08 
0,14 0,08 0,10 0,10 0,18 0,11 0,12 O11 
0.15 0,11 0,12 0,11 0.12 0,13 0.12 0.13 
0.17 0,08 0.10 0.11 


In mehreren dieser Serien sieht man, da® die erste Blutprobe be- 
deutend mehr Extrakt enthalt wie die folgenden drei. Die Unkenntnis 
iiber diese Verhaltnisse hatte in der ersten Periode der klinischen Arbeit 
einige Unannehmlichkeiten zur Folge, indem dann und wann Blutanalysen 
kamen, welche iiberaus schlecht miteinander iibereinstimmten. Fiir die 
Beurteilung des Materials war dies jedoch ohne Bedeutung, denn der- 
gleichen Falle wurden stets durch wiederholte Analysen gesichert oder 
ausgemustert. 

Die né&chste Frage befrifft das Trocknen der auf FlieBpapier aus- 
geblasenen Blutproben; darauf bezieht sich die néchste Versuchsserie. 
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Tabelle XXIX. 
Blutproben aus dem Ohrlappchen von vier niichternen Patierten, alle, 
abgesehen vom Trocknen, ganz gleichartig nach Bing und Heckschers 
Methode analysiert, Extraktion bei 37°C in 20 bis 24 Stunden. 





Blut 1 Blut 2 Blut 3 Blut 4 
A. 1 Stunde im Thermostat bei | 0,08 0,09 0,08 0,09 
30°C getrocknet | 0,08 0,10 0,08 0.10 
B. 20 Stunden an der Luft bei | 0,08 0,10 0,09 0,08 
15 bis 20°C getrocknet | 0,08 0,11 0.08 0.10 
C. Wie B an der Luft getrocknet, | 
danach mit einem Tropfen destil - 0,15 0,14 0,23 0.16 
lierten Wassers befeuchtet, mit | 0,12 0,12 0,19 verloren 
Ather tibergossen und extrahiert. 


’ 


Die folgenden Analysen: Extraktion in 20 bis 24 Stunden bei 15 bis 20° C. 





Blut | Blut 2 Blut 3 Blut 4 
D. 1 Stunde im Thermostat bei | 0,06 0,09 0,08 0,08 
30°C getrocknet | 0,08 0,09 0,08 0,09 
E, 20Stunden im Thermostat bei | 0,09 0,09 0,08 0,09 
30°C getrocknet | 0,09 0,10 0.08 0.10 
F, 20 Stunden aus der Luft bei | 0,09 0,10 0,08 0,09 
15 bis 20°C getrocknet | 0.08 0,10 0,08 0,09 
G. 20 Stunden im Exsikkator bei | —0,08 0,10 0,07 0,12 
15 bis 20°C getrocknet | 0,10 0,10 0,08 0,10 
H. 68 Stunden im Exsikkator bei | —0,08 0,09 0,07 0,09 
15 bis 20°C getrocknet | 0,08 0,10 0,08 0,09 

J. Mit anderem feuchten Papier | 
im geschlossenen Behalter in 0,08 0,11 0,12 0,12 
20 Stunden bei 15 bis 20°C auf- | 0,10 0,10 0,12 0.11 


bewahrt ; danach wie D getrocknet 


Nach einer allgemeinen Schéitzung waren E, G, H und J ,,stockdiirr’. 
A, B, D und F waren trocken im gewéhnlichen Sinne des Wortes, aber 
doch nicht so diirr, so knitternd wie die anderen. C waren ganz naB. 

Hier unterscheiden sich die Reihen C und etwas weniger J von 
den iibrigen Reihen durch ihre héheren Werte; zwischen den iibrigen herrscht 
keine gréBere Differenz als durch die unvermeidlichen Zufalligkeiten bedingt. 

Daraus kénnen wir folgende Lehre ziehen: 

Das Trocknen der Proben mu schnell begonnen werden. 

Das Trocknen mu griindlich, wenn auch nicht extrem, sein. 

Ob das Trocknen bei 15 bis 20° oder bei 30°C geschieht, scheint 
ohne Bedeutung zu sein. 

Nach geniigendem Trocknen erhadlt man dieselben Werte, gleichviel 
ob es 1 oder 68 Stunden gedauert hat. 

In letzterem Verhaltnis sind meine Resultate im Widerspruch mit 
Blix, welcher — auf Grund einer kleinen Differenz zwischen nur zwei 

31* 
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Doppelanalysen (Durchschnittszahlen 0,16 und 0,14) — angibt, daB ein 
Trocknen (bzw. ein Aufbewahren in getrocknetem Zustande) von 
langerer Dauer als 24 Stunden die Resultate andert. Fiir den praktischen 
Gebrauch der Methode ist diese Frage selbstredend von groBer Be- 
deutung, denn es kann ja aus verschiedenen Griinden wiinschenswert 
sein, die getrockneten Proben zur Analyse bei einer anderen Gelegenheit 
aufzubewahren. (Dies war z. B. der Fall bei einer Reise durch Steyermark, 
wo ich Blutproben von Kretinen einsammelte; diese Proben wurden 
getrocknet und einige Wochen spiter nach der Riickkunft nach Dédne- 
mark analysiert.) Deshalb habe ich versucht, die Frage noch griindlicher 
zu beleuchten; dies geschah durch untenstehende Zusammenstellung 
der Analysenergebnisse. 
Tabelle XXX. 
A. Doppelanalysen, im Oktober 1924 ausyefiihrt, 1 bis 3 Tage nach Ent- 
nehmen der Blutprobe. 


Bund C. Im August 1926 ausgefiihrte Analysen; die Proben wurden also 
beinahe 2 Jahre in getrocknetem Zustande aufbewahrt. 


A und B. Extraktion bei 37° in 20 bis 24 Stunden mit Ather. 
C. Extraktion bei 15 bis 20° in 20 bis 24 Stunden mit Ather. 





A B c 


0,14 — 0,12 
0,09 — 0,09 
0.24 — 0,24 
0,12 — 0,12 
0,13 — 0,16 
0,12 —0,12 
0,10 —0,12 
0,10 — 0,10 
0,12 —0,14 
0,10 — 0,10 
0,15 — 0,16 
0,12 — 0,13 
0,07 — 0,08 
0,15 —0,19 
0,14 — 0,16 
0,13 — 0,15 
0,22 — 0,19 
0,16 — 0,16 
0,11 —0,10 
0,07 — 0,09 
0,13 — 0,12 
0,13 —0,13 
0,13 — 0,16 
0,12 — 0,11 
0,10 — 0,09 
0,11 —0,12 
Summe : 330 — 345 


— — 


338 
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Es ergibt sich aus dieser Tabelle, wenn man die Reihen A und B 
vergleicht, dab in der verstrichenen Zeit gewisse Prozesse in den ge- 
trockneten Proben vorgegangen sind, welche die Extraktmenge durch- 
schnittlich 10 Proz. herabgesetzt haben. Ferner geht es aus der Differenz 
der Reihen B und C, ebenfalls etwa 10 Proz., hervor, daB der Extrakt- 
gewinn bei einer Extraktion bei 37° gréBer ist als bei 15 bis 20° C; dieses 
Verhiltnis ist iibrigens unter den vergleichenden Untersuchungen 
mit Bangs und Bing und Heckschers Methoden friiher besprochen 
worden. 

Bei meinen Untersuchungen tiber die Bedeutung der Dauer des 
Trocknens (Aufbewahrens) habe ich also nichts gefunden, was 
der Behauptung von Blix zur Stiitze dienen kénnte, daB ein kurzer 
Aufschub der Extraktion und der Analysen die Ergebnisse beeinflussen 
wiirde. Dennoch ist es vielleicht méglich, daB der Extrakt unter ge- 
wissen — seltenen — Umstanden eine solche Zusammensetzung haben 
kann, daB die von mir in Tabelle XXX beobachtete, im Laufe von 
2 Jahren entstandene, ziemlich geringe Verminderung der Extraktmenge 
in schnellerem Tempo und gréBerem Umfang geschehen kénnte; ea 
ist also doch zu empfehlen, die Analysen, sobald es die praktischen Ver- 
hiiltnisse erlauben, zu unternehmen. (Abgesehen von den obengenannten 
Blutanalysen von Kretinen sind Bing und Heckschers, sowie Heckachers 
Analysen demnach auch im Laufe der ersten paar Tage nach Ent 
nehmen der Blutprobe ausgefiihrt worden; dasselbe ist bei allen in 
dieser Arbeit veréffentlichten Blutanalysen der Fall, wo nicht das 
Entgegengesetzte ausdriicklich bemerkt wird.) 

Als letztes Glied in der Reihe meiner Untersuchungen tiber die 
Genauigkeit und Verwendbarkeit von Bing und Heckschers Mikro- 
methode werde ich endlich eine Zusammenfassung von Analysen an- 
fiihren, mit dem Zwecke dadurch die Genauigkeit der Methode bei 
ihrer taglichen, routinemaiBigen Anwendung zu demonstrieren; diese 
Zusammenstellung von sdmtlichen nach einem bestimmten Datum 
(die anderswo in dieser Arbeit angegebenen Analysen sind noch nicht 
mitgenommen) an ein und demselben Tage ausgefiihrten Doppel- 
analysen ist danach als Grundlage einer Berechnung der ,,Standard 
deviation’: gebraucht worden. Der erste Teil dieser Berechnung wurde 
jedoch in einer etwas anderen Weise wie gewédhnlich unternommen;: 
denn anstatt von exakt bestimmten GréBen auszugehen, gehe ich 
hier von GréBen aus, die weniger genau bestimmt sind. Die Be- 
rechnung wurde in der Weise unternommen, daB ich — mit Hilfe der 
gewohnlichen Formel — den Durchschnittsfehler (,,Standard deviation‘) 
zwischen denjenigen Werten in der einen Reihe von Doppel- 
analysen, welche gewissen Werten in der anderen Reihe entsprechen, 
berechnet habe. 
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T abelle 


XXXI. 








Analyse Nr. 


3668 
3856 
3858 
3860 
3864 
3866 
3873 
3879 
3883 
3885 
3887 
3889 
3893 
3971 
3973 
3975 
3977 
4049 
4051 
4146 
4148 
4150 
4152 
4154 
4172 
4174 
4176 
4178 
4180 
4239 
4241 
4243 
4245 
4314 
4316 
4318 
4320 
4322 
4324 
4325 
4327 
4329 
4331 
4343 
4346 
4349 


mg Extrakt 


(Doppelanalysen) 


0,12 
0.08 
0,08 
0,11 
0,13 
0.11 
0,12 
0,08 
0,08 
0,10 
0,08 
0,13 
0,28 
0.13 
0,07 
0,12 
0,08 
0,11 
0,10 
0,12 
0,12 
0,22 
0,12 
0,11 
0,09 
0,11 
0,11 
0,12 
0,11 
0,11 
0,07 
0,08 
0,11 
0,09 
0,09 
0,13 
0,13 
0,15 
0,12 
0,12 
0,10 
0,12 
0.10 
0,20 
0,12 
0,07 


0,12 
0,11 
0,08 
0,10 
0.10 
0.11 
0,12 
0,08 
0,09 
0,09 
0,10 
0,12 
0,23 
0,14 
0,08 
0,11 
0,09 
0,10 
0,10 
0,11 
0,12 
0,22 
0,12 
0,10 
0,11 
0,10 
0,10 
0,11 
0,10 
0,11 
0,09 
0,10 
0,10 
0,10 
0,10 
0,13 
0,14 
0,12 
0,13 
0,12 
0,09 
0,15 
0,10 
0,21 
0,14 
0,06 





Analyse Nr. 


4539 
4541 
4543 
4545 
4547 
4567 
4569 
4573 
4587 
4591 
4593 
4595 
4597 
4599 
4608 
4617 
4619 
4621 
4623 
4625 
4637 
4639 
4655 
4657 
4659 
4675 
4677 
4679 
4681 
4683 
4685 
4687 
4722 
4724 
4726 
4728 
4730 
4732 
4734 
4736 
4740 
4742 
4744 
4746 
4748 
4750 


mg Extrakt 


(Doppelanalysen) 


0,12 
0,14 
0,12 
0,08 
0,09 
0.15 
0,20 
0.09 
0,10 
0,11 
0,11 
0,10 
O15 
0,10 
0.14 
0,09 
0,10 
0,09 
0,10 
0,07 
0,10 
0,09 
0,10 
0,09 
0,09 
0,07 
0,08 
0,08 
0,08 
0,09 
0.09 
0,10 
0,09 
0,10 
0,09 
0.08 
0,09 
0.09 
0,06 
0,12 
0,07 
0,08 
0.07 
0,07 
0,07 
0,08 


0,11 
0,10 
0,10 
0,10 
0,08 
0.15 
0,19 
0,10 
0,10 
0,11 
0,11 
0,09 
0,14 
0.10 
0,10 
0,10 
0,10 
0,10 
0,09 
0,09 
0.09 
0,10 
0,06 
0,08 
0,09 
0.07 
0,07 
0,09 
0.09 
0,10 
0,09 
0,10 
0,09 
0,09 
0,08 
0.09 
0,08 
0.09 
0.06 
0,12 
0,08 
0,07 
0,07 
0,08 
0,07 
0,07 
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Tabelle XXXII. 





Die erste der 
beiden Doppel- 
analysen 


Zweite Durchschnitts- 


Doppelanalyse zahl Differenz 


0.07 0,08 0.077 0,003 
0,09 0.013 
0.06 0.017 
0,09 0,013 
0.07 0.007 
0,08 0.003 
0.07 0,007 
0,08 0,003 
0.07 0.007 


Standard deviation”: 0,010 13 Proz. der Durchschnittszahl 


0.08 0.11 0.088 0.022 
0.08 0,008 
0,08 0,008 
0,09 0,002 
0,10 0.012 
0,09 0,002 
0.10 0.012 
0.10 0.012 
0.07 0.018 
0,09 0,002 
0,09 0,002 
0,09 0.002 
0,07 0,018 
0,07 0.018 


Standard deviation* : 0,013 = 14 Proz. der Durchschnittszahl 


0.09 0.11 0.093 0.017 
0,10 0,007 
0,10 0,007 
0.08 0.013 
0.10 0,007 
0,10 0,007 
0.10 0,007 
0,10 0,007 
0,08 0.013 
0.09 0,003 
0,10 0,007 
0,09 0,003 
0,09 0,003 
0.08 0,013 
0,08 0.013 
0,09 0,003 


. Standard’ deviation": 0,009 = 11 Proz. der Durchschnittszah! 
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Die erste der 
beiden Doppel- 
analysen 


0,10 


0,011 
0,11 


0,005 
0,12 





0,013 = 
0,18 





Zweite Durchschnitts- 
Doppelanalyse zabl 


0,09 0,092 
0,10 
0,09 
0,10 
0,10 
0,09 
0,10 
0,10 
0,09 
0.09 
0,10 
0,09 
0,06 


Standart deviation: 


Differenz 


0,002 
0,008 
0,002 
0,008 
0,008 
0,002 
0,008 
0,008 
0,002 
0,002 
0,008 
0,002 
0,032 


11 Proz. der Durchschnittszahl. 


0,10 0.108 
0,11 
0,10 
0,10 
0,10 
0,10 
0,10 
0,11 
0,10 
0.11 
0,11 


Standard deviation“: 


0,003 
0,007 
0,003 
0,003 
0,003 
0,003 
0,003 
0,007 
0,003 
0,007 
0,007 


5 Proz. der Durchschnittszahl. 


0,12 0,120 
0,12 
0,11 
0,11 
0,12 
0,12 
0,11 
0,13 
0,12 
0,15 
0,14 
0,11 
0,10 
0,12 
Standard deviation“: 


0,000 
0,000 
0,010 
0,010 
0,000 
0,000 
0,010 
0,010 
0,000 
0,030 
0,020 
0,010 
0,020 
0,000 


11 Proz. der Durchschnittszahl. 


0,10 0.126 
0,12 
0,14 
0,13 
0,14 
Standard deviavion‘ : 


13 Proz. der Durchschnittszahl. 


0,026 
0,006 
0,014 
0,004 
0,014 
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Aus dieser Berechnung geht hervor, daB der prozentische Fehler 
einigermaBen gleich ist, sei es, daB die gemessenen Werte so klein wie 
0,07 mg oder so groB wie 0,13 mg sind. Deshalb kann man das Material, 
indem man davon absieht, daB darin einzelne gréBere Werte (0,14 bis 
0,18 mg) vorkommen, als homogen ansehen und den Durchschnitts- 
fehler (,,Standard deviation’) wie gewéhnlich berechnen. 


Tabelle XX XIII. 





Differenz der einander Z 
entsprechend. Doppel- Zahl der Faille 
analysen in 0,01 mg im Materia! 

ausgedrickt 


25 

32 

36 

36 

47 

0 

176 

176 
92 


1,9: - 138: d.h.: 0.0138 me. 


Daraus folgt, daB der Durchschnittsfehler, ,,Standard deviation“, 
zwischen den Einzelanalysen und den Durchschnittszahlen der Doppel- 


analysen 0,0069 mg betrigt. Da nun der Durchschnittswert simtlicher 
Analysen, d.h. die arithmetische Durchschnittszah! simtlicher Doppel- 


analysen 
M = 0,106 


betragt, wird der prozentische Durchschnittsfehler 


m. 100 
m-Proz. = — 6,5. 


M 


Ich schlieBe diese Mitteilung mit einer detaillierten Beschreibung 
der Methode, so wie sie meinen hier mitgeteilten Erfahrungen gemaB 
auszufiihren ist. 


Die Technik von Bing und Heckschers Methode. 


0,1 ceom Blut wird auf ein Stiickchen FlieBpapier ausgeblasen und 
schnell getrocknet (z. B. auf einem durchlécherten Tisch iiber einem 
Warmekérper). Hierzu kann man FlieBpapier, welches nach der Be- 
schreibung von Bing und Heckscher prapariert ist, oder das gewéhnliche, 
kaufliche Bangsche Papier gebrauchen. 

Sobald wie méglich nach beendetem Trocknen wird die Extraktion 
begonnen, indem das Papier zusammengefaltet oder entzwei geschnitten 
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wird, in ein Reagenzglas gesteckt und mit Ather (purissimum, wasserfrei, 
ohne .,Blindwert‘) iibergossen wird. Das Glas wird mit einem eng 
schlieBenden Korken geschlossen (der Ather darf den Korken nicht 
beriihren) und in einen Thermostaten bei 37°C wahrend 20 bis 
24 Stunden gestellt. 

Dann wird der Ather in ein neues Glas iibergegossen, und das Papier 
wird mit Ather, welcher zu der ersten Portion gegossen wird, gespiilt. 
Ein etwa erbsengroBer, scharfeckiger Glassplitter (durch Kochen in 
Ather-Alkohol gereinigt) wird hinzugesetzt und der Ather dann auf 
einem Wasserbad abgedampft. Dies Abkochen des Athers darf nicht 
explosiv geschehen; deshalb bedient man sich am besten ziemlich 
diinner Glaser und einer Temperatur des Wassers von etwa 40°C. 
Wenn der Ather scheinbar abgekocht ist, wird der letzte Atherrest 
durch Erhitzung des Wassers bis 100° unter einem kraftigen, kurz- 
wierigen Durchblasen des Glases entfernt. 

Darauf wird das Glas schnell in ein Wasserbad von 60 bis 70°C 
gestellt; man setzt nun 0,50 cem Trioleinalkohol (0,020 mg Triolein 
im gebrauchten Volumen) hinzu, das Glas wird einen Augenblick ge- 
schiittelt und kraftig geschwenkt und dann zuriick ins Wasserbad 
gesetzt. 

Nach 5 bis 10 Minuten wird das Glas herausgenommen und in 
Wasser bis zur Zimmertemperatur (15 bis 20°C) abgekiihlt, worauf 
2,50 cem 1 proz. BaCl,-Lésung (15 bis 20°C) zugesetzt wird. Das Glas 
wird nun einen Augenblick kraftig geschiittelt und dann bei Zimmer- 
temperatur 15 Minuten hingestellt. (BaCl,: puriss. pro anal.) 

Nach Verlauf von 15 Minuten wird das Glas wieder geschiittelt, 
um die vielen kleinen Luftblaschen, welche sich an der Wandung des 
Glases festgesetzt haben, loszureiBen und zu entfernen, und die nun 
gebildete Suspension wird in ein Zwergreagenzglas tibergegossen und 
nephelometrisch bestimmt. Falls die entstandene Suspension dichter 
als Standardglas Nr. 1 ist, wird sie mit einem beliebigen Multiplum 
von 3 cem eines Reagenz, welches aus | Teil Alcoh. absolut. und 5 Teilen 
lproz. BaCl,-Lésung besteht, verdiinnt; bei der Berechnung wird die 
gefundene Zahl mit den entsprechenden Briichen multipliziert. Die 
nephelometrische Bestimmung muB innerhalb 30 Minuten nach Zu- 
setzung der BaCl,-Lésung beendigt sein. Vom Resultat miissen die 
zugesetzte Trioleinmenge (0,02 mg), sowie ein etwaiger (mdglichst 
kleiner!) Blindwert vom FlieBpapier subtrahiert werden. Die Nephelo- 
metrie selbst wird, wie friiher beschrieben, mit Heckschers Nephelo- 
meter und Beleuchtungs-Anordnung (5) unternommen. Die hier ge- 
brauchte Standardskala, eine Reihe von Kaolin-Gelatinesuspensionen 
mit fallendem Triibungsgrad, nebst der zugehérigen Tabelle iiber das 
Verhiltnis zwischen dem abgelesenen Triibungsgrad und dem Lipoid- 





Nephelometrische Bestimmung d. Neutralfett-Cholesterinfraktion usw. 485 


gehalt ist kauflich (bei Firma Struer, Skindergade, Kébenhavn K., 
Dainemark), kann aber auch ohne gréBere Schwierigkeiten von jedem 
nach folgender Beschreibung verfertigt werden. 


Man verfertigt erst eine vollstdndig klare (obwohl meistens etwas 
gelblich) 15 proz. Lésung von Gelatine (die Klarung geschieht wie beim 
Zubereiten von Substraten fiir Bakterienkulturen mittels EiweiB); 
um etwaigen Bakterien- und Pilzwuchs zu vereiteln, setzt man etwas 
Phenol oder Chinosol hinzu. Diese klare Gelatinelésung nennen wir A. 


Eine gewisse Portion von A wird in erwiarmtem, fliebendem 
Zustande mit einer abgewogenen Menge von ganz fein pulverisiertem 
Kaolin, im Verhiltnis 0,5g Kaolin: 1500 cem A, gemischt. Diese 
Suspension, welche so lange geschiittelt werden muB, bis daB sie 
véllig homogen ist, wird B genannt (= Nr. | in der fertigen Standard- 
reihe) A und B werden im erwirmten Zustande in einem Wasserbad 
von etwa 25°C gehalten, und man verfertigt folgende Reihe von 
Mischungen 


Tabelle XXXIV. 





Standardreihe 
Nr. 


Standardreihe 
Nr 


com von B com von A com von B com von A 


1,60 0,40 050 1.50 
1,26 0,74 0,40 1,60 
1,00 1,00 f 0,32 1,68 
0,80 1,20 0,26 1,74 
0,64 1,36 0,20 1,80 





Diese Mischungen (welche jedoch besser und mit gréBerer Genauig- 
keit in etwas gréBeren Mengen wie die angegebenen zubereitet werden 
kénnen) werden sorgfaltig geschiittelt und in kleine, zum Nephelo- 
meter passende Zwergreagenzgliser (aus reinem, klarem Glas, ohne 
Streifen und Risse) gefiillt; letztere werden dann abgekiihlt, zugekorkt, 
mit Lack versiegelt und mit der Nummer in der Standardreihe [1 (= B) 
bis 11] versehen. 


Diese Standardreihe, welche nach der diinnen Seite so weit, wie 
man es eben erforderlich findet, fortgesetzt werden kann, namlich 
durch Zubereitung von weiteren Mischungen, wie im obenstehenden 
Schema, wird zur Nephelometrie der Lipoide gebraucht, indem man 
fiinf Werte schitzungsweise zwischen je zwei aufeinanderfolgenden 
Standardnummern interpoliert. Den nephelometrischen Wert (,,n. W.**) 
der Standardnummern und der eingefiigten Interpolationsnummern 
liest man in folgender Tabelle ab: 
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Tabelle XXXV. 





Standard-Nr. on. W", Standard-Nr. on. W*. 


1,00 0,32 
0,97 0,31 
0,93 0,30 
0,90 j 0,29 
0,87 3 —7, 0,27 
0,83 j - 0.26 
0,80 0,25 
0,77 29 0,24 
0,74 ; 0,23 
0,72 0,23 
0.69 —8, 0,22 
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Dann folgt die Zubereitung einer Reihe von Triolein-Cholesterin- 
lésungen in absolutem Alkohol (15 bis 50 Proz. Triolein und folglich 
85 bis 50 Proz. Cholesterin, das relative Mengenverhaltnis nach Gut- 
diinken innerhalb der angegebenen Grenzen variiert), von 0,05 bis 
0,25 mg Lipoide (d.h. Triolein + Cholesterin) pro 0,50 ccm Alkohol 
enthaltend; hiervon verfertigt man alsdann durch Mischung von 
0,50 ccm alkoholischer Lésung mit 2,50 ccm Il proz. BaCl,-Lésung (die- 
selbe Technik wie oben bei den Blutanalysen beschrieben) eine Reihe 
von Suspensionen, die nephelometrisch im Verhiltnis zur Standard- 
reihe bestimmt werden. Die hierbei gefundenen Werte bilden graphisch 
eine geradlinige Kurve, wie oben beschrieben (Kurve 4), und auf diese 
Weise gewinnt man ohne Schwierigkeiten eine befriedigende empirische 
Grundlage fiir den Gebrauch der Tabelle (XX XV) bzw. zur Ausfiillung 
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derselben mit Angabe der jedem ,,n.W.‘ entsprechenden Menge von 
Lipoiden. (Die Standardreihe wird natiirlich stets in abgekihltem, 
geronnenem Zustande gebraucht; sie muB bei einer Temperatur unter 
dem Schmelzpunkt der Gelatine (22°C) aufbewahrt werden.) 


Zusammenfassung. 


Yeine Cholesterinsuspensionen eignen sich nicht zur nephelo- 
metrischen Bestimmung nach Bing und Heckschers Prinzip. 

Dagegen werden Triolein-Cholesterinmischungen mit mehr als 
10 Proz. Triolein innerhalb der bei Blutanalysen gewéhnlichen Grenzen 
quantitativ erfaBt. 

Es werden Untersuchungen tiber die Bedeutung der Temperatur 
und des Zeitpunkts der Ablesung fiir die Nephelometrie von Triolein- 
Cholesterinmischungen und vom primiren Atherextrakt des Blutes 
mitgeteilt. Temperaturschwankungen zwischen 10 und 20°C sind 
ohne Bedeutung. Der Triibungsgrad ist konstant im Zeitraum 15 
bis 45 Minuten nach der Verfertigung der Suspensionen. Ferner 
Untersuchungen iiber die Entnahme des Blutes, Trocknung, Auf- 
bewahrung und Extraktion der Blutproben. 

Vergleichende Untersuchungen einer Reihe von Blutproben mit 
Bangs und Bing und Heckachers Methoden gaben iibereinstimmende 
Ergebnisse. 

Es wird eine detaillierte Beschreibung der Methodik bei Bing und 
Heckschers Methode mit gewissen geringfiigigen Anderungen, durch 
obenstehende Untersuchungen veranlaBt, mitgeteilt. 
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